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RESUMO

O maracuja-amarelo ¢ uma fruta de grande valor econdmico e cultural no Brasil,
pais com a maior produ¢do e consumo do fruto atualmente. Apesar da grande
importancia do fruto, a mobiliza¢do da reserva de suas sementes durante a germinagao
ndo ¢ conhecida. Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar as alteragdes
histoldgicas e bioquimicas ocorridas na semente durante os primeiros dez dias de
germinagdo. Extracdes de carboidratos, lipidios e proteinas foram realizadas juntamente
com a analise histoquimica das sementes nos periodos de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias de
germinagdo tanto sob luz branca quanto no escuro. Os resultados mostraram que a
principal reserva das sementes ¢ lipidica, pois o seu consumo ¢ alto durante a
germinagdo, porém também ha variacdes nos niveis de proteinas e carboidratos que

podem estar envolvidas no processo de germinagao.

Palavras-Chave: Passiflora edulis, germinagdo, mobilizagdo de reservas, carboidratos,

lipidios, proteinas



ABSTRACT

The Yellow Passion fruit is of great economic and cultural value in Brazil, the
country with the largest production and consumption nowadays. Despite its great
importance, the mobilization of the seed reserves is unknown. Therefore, our objective
was to evaluate the histological and biochemical changes that occur in the seed during
the first ten days of germination. Carbohydrates, lipid and protein extractions were done
along with seed histochemical analysis at 0, 2, 4, 6, 8 and 10 days of germination under
continuous white light and darkness. The results showed that lipids are the main reserve,
for its consumption is high during germination, but there are also variations in protein

and carbohydrates levels that may be involved in the germination process.

Key Words: Passiflora edulis, germination, reserve mobilization, carbohydrates, lipids,

proteins.



INTRODUCAO
Informacgdes sobre a espécie

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg) ¢ uma planta
pertencente a ordem Malpighiales, familia Passifloraceae e encontrada praticamente em
todo o Brasil (presente nos estados Alagoas, Amapa, Amazonas, Bahia, Distrito
Federal, Ceard, Espirito Santo, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Parana,
Pernambuco, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina ¢ Sdo Paulo) como
também em muitos outros paises da América Latina, como Argentina, Peru, Equador,
Colombia, Venezuela e Paraguai. E a mais cultivada das espécies de maracuja pelo seu
alto valor econdmico. Seu fruto ¢ globoso ou ovoéide, medindo de 5-7 x 4-6 cm,
possuindo coloracdo amarelada, amarelo-esverdeada ou purpura escuro, € suas sementes
sdo ovais, com dimensdes de 5-6 x 3-4 mm, muito duras, cor creme (CERVI, 1997) e
mostram um embrido espatulado com dois cotilédones e uma pequena regido
hipocotiledonaria envolvidos por um endosperma ruminado, sendo toda a estrutura
protegida por um tegumento rigido (DATHAN & SING, 1973). O Brasil provavelmente
¢ o centro de origem, juntamente com Paraguai e Argentina, da espécie Passiflora
edulis (maracuja-roxo), sendo o maracuja-amarelo um possivel hibrido entre P. edulis e
P. ligularis (MORTON, 1987).

Seu grande valor econdmico, e por conseqiiéncia, importancia, reside nas
qualidades gustativas de seu fruto e pelas qualidades farmacodinamicas de seu suco,
casca ¢ sementes. A grande importancia econdmica do fruto de maracuja reside no
produto industrializado, de onde se extrai o suco concentrado e também os subprodutos
da industrializacdo do suco, tais como cascas, polpas e sementes, utilizados na
alimentacdo animal (MANICA, 1981). Na medicina tradicional, a planta ¢ utilizada

como estimulante digestivo e tratamento para cancer gastrico (MORTON, 1987), e suas



folhas utilizadas como desobstruentes e possuindo propriedades diuréticas apds
cozimentos ¢ fermentagdes. A raiz, folha e sementes sdo anti-helminticas, sendo a folha
também util contra irritagdes do aparelho bronco-pulmonar, insénia € como calmante
(CERVI, 1997). O suco possui sabor tipico, muito apreciado, rico em vitamina A, calcio
e fosforo (FERREIRA, 2000).

A cultura do maracuja ocupa um grande espaco no Brasil, com a produ¢do anual
de 2006 chegando a 615 mil toneladas (AGRIANUAL, 2009), destacando-se como o
maior produtor mundial.

As sementes de Passiflora edulis geralmente passam por um periodo de
dorméncia (situacdo em que sementes viaveis ndo germinam quando em condigdes
favoraveis de temperatura, luz e de disponibilidade de 4dgua). Alexandre et al. (2004)
demonstraram que sementes de P. edulis f. flavicarpa Deg. apresentam dorméncia e
Melleti & Maia (1999) indicaram que, por ser uma espécie ja domesticada, o periodo de
dorméncia pode ser superado com 30 dias de armazenamento das sementes. Outros
estudos mostraram que o maracujd possui melhor germinacdo quando submetidos a
temperatura alternada de 20-30 °C (SANTOS et al., 1999, SILVA, 2004).

Para uma planta estabelecer-se a partir de sementes em um determinado
ambiente, a germina¢do deve ser eficiente. Para tanto, cada espécie apresenta
adaptacdes, como a mobilizagao de determinadas reservas para a formacao de estruturas
fisicas na plantula ou para ativagdo do metabolismo, sintetizando intermediarios
metabolicos com finalidades diversas. Essas adaptagdes podem ser o fator decisivo na
determinag@o do sucesso germinativo para uma situacdo de competi¢do entre diferentes

espécies.



Germinacio de Sementes

O conceito de germinagdo de sementes muitas vezes gera confusdo quanto ao
seu uso correto, principalmente no que diz respeito ao exato momento da germinacio. E
considerado, em termos biologicos, que a germinagdo come¢a no momento em que se
inicia a embebicdo de agua pela semente, e termina freqiientemente quando ha a
protrusdo da radicula (BEWLEY & BLACK, 1994), porque, em alguns casos, como no
género Salsola, ha inicialmente a protrusdo da parte aérea ao invés da raiz (MAYER &
POLJAKOFF-MAYBER, 1989).

A embebi¢do de dgua é um dos principais processos na germinagdo. E a partir
dele que uma semente seca, com teor de 4gua minimo e metabolismo praticamente
indetectavel, ird se reidratar, iniciar a respiragdo, ativar organelas e iniciar a sintese
protéica e consumo de reservas. Esse processo na maioria dos casos ocorre em um
padrao trifasico:

Fase I — Inicio do processo de embebigao por parte da semente e rapido
aumento da respiragdo. Como a semente possui um potencial hidrico muito
baixo, em razdo da sua baixa hidratacdo e alta concentra¢do de solutos, essa
embebicdo se da principalmente em razdo da diferenca de potenciais entre a
semente ¢ o meio onde ela estd localizada, configurando-se em um processo
osmotico;

Fase II - (Fase lag). Nessa fase, os potenciais hidricos estdo bem
proximos, e pouca embebicdo ocorre. E nessa fase que ocorrem a maioria dos
processos metabolicos que precedem a protrusdo da radicula, e a atividade
respiratoria se estabiliza,

Fase III — Ocorre concomitantemente com a protrusdo da radicula. E

observada a retomada do processo de embebigdo, em parte pelas mudangas nas



células da radicula enquanto ocorre o seu alongamento, em parte pela hidrélise

dos materiais de reserva, que resulta em pequenas moléculas osmoticamente

ativas. Ha também um segundo aumento na atividade respiratoria, associada a

maior disponibilidade de oxigénio, em decorréncia da ruptura do tegumento

(BEWLEY, 1997; BEWLEY & BLACK, 1994, GUIMARAES, 1999).

De importancia equivalente sdo os fatores temperatura e luz para algumas
espécies. A maneira como esses fatores afetam a germinacdo das sementes varia de
espécie para espécie.

As diferentes espécies podem germinar preferencialmente na presenca de luz,
sendo denominadas fotoblasticas positivas, no escuro, denominadas fotoblasticas
negativas, ou germinar tanto na presenca de luz quanto na auséncia desta, denominadas
fotoblasticas neutras. O fitocromo € a molécula responsavel pela percepcdo da luz, com
o fitocromo A modulando as respostas de baixissima fluéncia (cerca de 0,1pmol.m?), e
o fitocromo B responsavel pela percep¢do da razdo vermelho:vermelho extremo
encontrada nos diferentes ambientes, controlando a germinagdo através da resposta de
fluéncia baixa (em torno de 1pmol.m?) (TAKAKI, 2001; CARDOSO, 2008).

A temperatura atua sobre a semente de diferentes maneiras. Age mantendo uma
situagdo favoravel para as reacdes metabodlicas durante a germinagdo, sendo a
velocidade dessas reacdes diretamente proporcional a temperatura, existindo uma
temperatura otima para cada espécie. No entanto, se a temperatura atingir niveis altos,
por volta dos 40°C (sendo a temperatura maxima para a germinag¢do da maioria das
espécies encontrada entre 30 e 40°C) (COPELAND & MCDONALD, 2001) a
germinagdo raramente ocorre, devido ao efeito prejudicial que a alta temperatura possui
sobre as vias metabolicas, principalmente alterando a estrutura tridimensional de

proteinas. Por outro lado, a baixa temperatura também prejudica a germinagdo das



sementes, por conta da inativagdo de enzimas, mudanga de fase da membrana, e reducgio
da taxa metabdlica, até o ponto onde as vias essenciais para a germinacdo da semente
ndo possam mais operar (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1989). No entanto, nem
sempre temperaturas altas e baixas prejudicam a germinacdo. Em alguns casos, para a
superacdo da dorméncia de algumas sementes, existem tratamentos com temperaturas
baixas, simulando o periodo de inverno, para que haja a posterior germina¢do. J4 em
outros, a alternancia entre baixas e altas temperaturas também atua positivamente na
quebra da dorméncia, alterando as caracteristicas fisicas dos tegumentos rigidos e
facilitando a entrada de 4gua (BEWLEY & BLACK, 1994).

Compostos de reserva e sua mobilizacio

Os principais compostos de reserva em uma semente sao carboidratos, lipidios e
proteinas, variando em propor¢do nas diferentes espécies. O estudo da composi¢ao
quimica de uma semente também € de interesse pratico da tecnologia de sementes,
porque tanto o vigor quanto o potencial de armazenamento de sementes sdo
influenciados pelo teor dos compostos de reserva presentes (CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000). Além disso, o interesse nas reservas das sementes ndo se da
somente pelo seu teor nutritivo, mas também por serem Uuteis na confeccdo de produtos
industrializados (BUCKERIDGE et al., 2004a).

Morton (1987) mostrou que na semente de P. edulis ha 11,1% de proteina e 23%
de 6leo similar ao de girassol e soja, sendo este 6leo constituido predominantemente por
acidos linoléico (68,70%), oléico (17,5%), palmitico (11%) e estedrico (2,80%)
(PONTES, 1989). Além disso, Raju (1955) mostrou que a reserva da semente de

Passiflora calcarata contém amido, 60leo e proteinas como reserva.



Mobilizagdo de Carboidratos

Carboidratos sdo a principal fonte de reservas de sementes de plantas cultivadas
para consumo humano (BEWLEY & BLACK, 1994), em razdo de seu alto valor
energético. Seu principal representante ¢ a molécula de glucose, além de outras, como
por exemplo galactose, manose, xilose e frutose, que formam diversos polimeros com
func@o de reserva. Acucares livres raramente sdo materiais de reserva, porém podem
servir como tal em algumas sementes, como em Acer saccharum, onde sua
concentragdo ¢ de 11% (BEWLEY & BLACK, 1994). Os principais carboidratos de
reserva em uma semente sdo o amido e os polissacarideos de reserva de parede celular.

Por ser uma molécula relativamente instavel, j4 que o seu grupamento aldeido
pode ser espontaneamente oxidado a carboxila, a glucose pode ser polimerizada para a
formacdo de amido, que € osmoticamente inerte e, portanto, ndo interfere no equilibrio
osmotico da semente (HELDT, 2005). O amido ¢ composto por dois polimeros,
organizados de maneira concéntrica: amilose, formada por cadeias ndo ramificadas de
aproximadamente 1000 moléculas de glucose por meio da ligacdo glicosidica a-(1,4), e
amilopectina, cadeias de amilose ramificadas pela ligagdo glicosidica a-(1,6) (com
ramificacdes a cada 20-25 moléculas) e aproximadamente 10* a 10° moléculas. A
propor¢do entre os dois polimeros varia de acordo com os autores, sendo
aproximadamente 20-30% de amilose e 70-80% de amilopectina (BEWLEY &
BLACK, 1994; BUCKERIDGE et al., 2004a; HELDT, 2005). E exatamente nessas
ligacdes glicosidicas que as enzimas degradadoras de amido vao atuar, desmembrando
os granulos de amido em estruturas menores, como a maltose e a glucose. As principais
enzimas sdo a a-amilase, P-amilase e a amido fosforilase. A a-amilase ¢ uma
endoenzima que hidrolisa de maneira aleatéria as ligacdes a-(1,4) nas amiloses e

amilopectinas, sendo a primeira enzima a atuar no processo de degrada¢do do amido,



pela sua capacidade de atuar diretamente no granulo, liberando moléculas de maltose e
moléculas maiores contendo ligacdes a-(1,6), as dextrinas. J4 a P-amilase ¢ uma
exoglucanase que ataca somente os terminais ndo-redutores dos polimeros do granulo
de amido. Pode hidrolisar completamente a amilose, porém a amilopectina é hidrolisada
parcialmente, pois a enzima ndo consegue hidrolisar as ligagdes o-(1,6), também
resultando na liberagdo de dextrinas. Por tltimo, a amido fosforilase ataca as ligagdes a-
(1,4) incorporando um fosfato entre a penultima e a ultima molécula de glucose da
extremidade nd3o redutora, liberando glucose-1-fosfato, que pode ser utilizada
diretamente na produgdo de sacarose, ¢ também de dextrinas. Por ultimo, essas
dextrinas liberadas sdo entdo hidrolisadas por enzimas desramificadoras, que atuam
sobre a ligacdo a-(1,6), liberando por¢des finais redutoras que possibilitam a completa
degradag@o do amido pelas exoenzimas (BEWLEY & BLACK, 1994; BUCKERDIGE
et al., 2004b).

Os polissacarideos de reserva de parede celular sdo divididos em trés grupos:
mananos (podendo ser subdivididos em mananos puros, glucomananos e
galactomananos), xiloglucanos e galactanos (BUCKERIDGE et al., 2000).

Mananos puros s@o definidos como contendo mais de 90% de manose formando
uma cadeia linear do tipo B-(1,4), sem ramificag¢des, podendo o restante estar ramificado
com galactose, sendo relacionado aos galactomananos, porém com menos residuos de
galactose. O numero de ramificagdes de galactose estd diretamente ligado a
solubilidade, sendo os mananos pouco soluveis e formadores de uma estrutura
cristalina, e os galactomananos, com um maior numero de ramificacdes de galactose,
soluveis. Os mananos estdo ligados a dureza do endosperma, e por conseqiiéncia, a
protecdo mecanica do embrido, também apresentando fun¢do de reserva, e os

galactomananos apresentam, além da sua funcdo de reserva, a funcdo de absor¢do de
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dgua e manuten¢do da umidade ao redor do embrido, protegendo-o contra a perda de
dgua durante periodos de seca pds-embebicdo. Tanto os mananos puros quanto os
galactomananos s3o degradados em seus carboidratos constituintes pelas enzimas endo-
B-mananase, B-manosidase e a-galactosidase, sendo que esta tltima atua somente sobre
os galactomananos. Os xiloglucanos possuem uma cadeia principal de B-D-(1,4)-
glucano ramificada com ligagdes a-(1,6) de residuos D-xilopiranosideos ou B-D-
galactopiranosideo-(1,2)-D-xilopiranosideos, possuindo a fungdo de reserva e sua
degradagdo ocorrendo pela ag¢do de quatro hidrolases: B-galactosidase, endo-B-(1,4)-
glucanase (também conhecida como xiloglucano endo transglicosilase — XET), a-
xilosidase e B-glucosidase, com sua mobiliza¢do ocorrendo ap0s a protrusdo da raiz. Por
ultimo, os galactanos sdo polimeros formados por ligagdes B-(1,3), (1,6) com algumas
liga¢des B-(1,4) (chamado de arabinogalactano tipo I) e outro tipo, mais freqiiente, com
ligagcdes B-(1,4) com ramificagdes de L-arabinofuranose a cada 16-21 residuos da cadeia
principal (chamado de arabinogalactano tipo II), sendo as enzimas responsaveis pela sua
degradacdo a a-arabinosidase e trés B-galactosidases, aumentando sua atividade apds a
germinagdo, porém, acredita-se também que os galactanos estejam associados ao
controle da expansdo celular (BUCKERIDGE et al., 2000; BUCKERIDGE et al.,
2004b).

Mobilizag¢do de Lipidios

O armazenamento de lipidios ocorre em corpusculos discretos no citoplasma
delimitados por uma unica membrana, chamados geralmente de corpos lipidicos
(SOMERVILLE, 2000). Outros termos que também podem ser encontrados sdo
esferossomos e globulos lipidicos (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1989; YOO,
1970). Os lipidios sdo armazenados na forma de trigliceridios, e sua mobiliza¢do ocorre

da seguinte maneira: (1) os trigliceridios sdo hidrolisados, resultando em glicerol e
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acidos graxos livres; (2) o glicerol é utilizado na sintese de glucose; (3) os acidos graxos
livres sdo degradados gerando acetil, que também sera usado na sintese de glucose ou
na respiragao.

A hidroélise dos trigliceridios ¢ feita por enzimas sintetizadas apds a germinagao
(lipases). Lipases que possuem atividade 6tima ao redor de pH 4,0 e diminuem apos a
germinagdo sdo consideradas como ndo associadas a mobilizacdo dos trigliceridios; ja
as lipases com atividade oOtima em pH neutro aumentam a atividade durante a
mobilizagdo dos trigliceridios, apds a germinagdo. A atividade dessas lipases encontra-
se no citosol ou nos glioxissomos, € ndo nos corpos lipidicos (BEWLEY & BLACK,
1994).

O processo pelo qual essas enzimas tém acesso ao seu substrato ainda ndo foi
completamente esclarecido. Sabe-se que a mobilizacdo dos lipidios esta associada as
oleosinas (BUCKERIDGE et al., 2004b) que s@o proteinas de 15 a 26 KDa presentes
nas membranas dos corpos lipidicos. Outras fun¢des sugeridas sdo a estabilizagdo dos
corpos lipidicos durante o processo de desidratagdo da semente e definir o tamanho do
corpo lipidico impondo uma curvatura definida a sua superficie que, por sua vez, pode
ser importante na regulacdo da razdo superficie:volume e dessa maneira facilitar a
mobilizacdo rdpida dos corpos lipidicos durante a germinacdo (SOMMERVILLE,
2000).

O destino dos subprodutos da hidrélise de trigliceridios € variado. O glicerol
pode ser reutilizado para a sintese de trigliceridios, utilizado na respiragdo, ou
convertido a sacarose e transportado ao eixo em crescimento. Ja os acidos graxos livres
sofrerdo B-oxidacdo e o seu produto, acetil-CoA, podera ser utilizado na respiragdo

celular ou na sintese de glucose (BEWLEY & BLACK, 1994).
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Mobilizacgdo de Proteinas

As proteinas de reserva de muitas sementes sdo encontradas em organelas
delimitadas por uma membrana simples chamadas de corpos protéicos. Esses corpos sdo
vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico rugoso, como no milho, ou vactiolos de
acumulo de proteinas, como na maioria das espécies, nos quais as proteinas sdo
depositadas durante a maturacdo da semente em um estado osmoticamente inativo. Nas
sementes de dicotiledoneas, os cotilédones sdo os principais locais onde ocorre o
acumulo de proteinas (BUCKERIDGE et al., 2004b; MAYER & POLJAKOFF-
MAYBER, 1989; MUNTZ, 1998; MUNTZ et al., 2001).

A hidrdlise das proteinas em seus aminoacidos constituintes é feita por meio de
uma classe de enzimas chamadas proteases, que podem ser categorizadas de acordo com
a maneira de acdo sobre os substratos em que elas atuam, sendo: (1) endopeptidases,
que clivam as ligacdes peptidicas internas para originarem cadeias polipeptidicas
menores; (2) aminopeptidases, que realizam a hidrolise sequencialmente a partir do
ultimo aminoacido na extremidade do terminal amino da cadeia, um a um; ¢ (3)
carboxipeptidases, que realizam fun¢do semelhante a das aminopeptidases, porém a
partir da extremidade do terminal carboxila da proteina. Estas duas ultimas sdo
consideradas exopeptidases (BEWLEY & BLACK, 1994).

Os aminoacidos resultantes da hidrolise das proteinas sdo convertidos a amidas
(glutamina e asparagina), que sdo formas transportadas para o eixo embrionario em
crescimento. A transformagdo dos aminoacidos resultantes das hidrdlises das proteinas
de reserva em amidas ¢ realizada principalmente pela enzima asparagina sintetase
(BUCKERIDGE et al., 2004b).

Apesar da importancia econdmica de P. edulis, ndo foi encontrado na literatura

um estudo sobre o processo de mobilizagdo de suas reservas durante a germinagdo de



13

sua semente. O estudo da germinacdo de sementes € importante tanto sob o ponto de
vista econdmico, visando a utilizacdo dos compostos industrialmente, quanto do ponto
de vista bioldgico, para o puro conhecimento da espécie, conhecimento este que pode
ser aplicado para diversos fins, como na sua propria preservagdo em banco de sementes,
onde os tipos de reserva podem influenciar na sua preservacdo (TOUCHELL &

DIXON, 1994).

OBJETIVO
O objetivo desse trabalho foi caracterizar a germinag¢do da semente do
maracujd-amarelo, analisando bioquimicamente a mobilizagdo das reservas

acompanhado da andlise histologica das sementes.
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MATERIAIS E METODOS
Obtencio das Sementes

As sementes de P. edulis f. flavicarpa cv. IAC 273/277 foram adquiridas no
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Possuem teor de dgua médio de 9,21%
(Estufa 105+£3°C até que a massa das sementes se mantivesse constante (BRASIL,
1992) e a massa seca de cada semente ¢ em média 22,85 + 0,16 mg.

Beneficiamento

Segundo informag¢des do IAC, apds a retirada das sementes dos frutos, estas
foram colocadas em um liquidificador ligado, com uma pe¢a adaptada para criar
turbilhonamento no lugar das laminas normais, durante trinta segundos, e em seguida
peneiradas para remog¢do da polpa. Apos esse procedimento, foram lavadas e secas na
sombra em papel neutro. Na sequéncia da secagem, as sementes foram limpas com
flanela para retirar a sarcotesta restante. Os residuos restantes foram removidos
manualmente.
Condig¢oes de Germinacao

As 40 sementes foram colocadas em cada uma das trés placas de Petri forradas
duplamente com papel filtro embebido com 10mL de dgua destilada. As placas foram
mantidas na alternadncia de temperatura de 20-30°C (12h-12h) em incubadoras,
conforme 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 fosse o mais homogénea
possivel. O mesmo procedimento experimental também 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
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(t8) e décimo (t10) dia de germinacdo foram coletadas e submetidas as analises que se
seguem.
Quantificacao das reservas

Lipidios

As 40 sementes de cada repeticdo nos diferentes periodos de germinagdo foram
trituradas com o auxilio de pistilo e almofariz, com solu¢do de cloroférmio-metanol-
agua destilada (1:1:1 v:v:v), de acordo com o método de Bligh & Dyer (1959). Em
seguida, a mistura foi centrifugada para a separacdo das fases entre os solventes, ¢ a
fracdo do cloroférmio (fundo do tubo) foi coletada. O conteudo de lipidios totais foi
determinado a partir da diferenca de peso entre o recipiente (previamente pesado)
contendo os lipidios totais apds a evaporagdo do cloroféormio e o mesmo recipiente
completamente vazio.

Carboidratos

O método foi executado de acordo com o utilizado em Takaki & Dietrich
(1980). As 40 sementes de cada repeti¢ao nos diferentes periodos de germinacdo foram
homogeneizadas e os carboidratos livres foram extraidos com 15 mL de etanol 70%
(viv) em refluxo durante 60 minutos. Apds centrifugagdo o sobrenadante continha
carboidratos livres. Os precipitados apds a centrifugagdo foram extraidos de acordo com
o método de Matheson & Saini (1977), resultando nas seguintes fracdes: polissacarideos
soluveis a frio em Cloreto de Mercurio 10mM (1:7, p:v); polissacarideos soluveis a
quente em Oxalato de Amoénio 0,5% (1:7, p:v); polissacarideos alcali soliveis em
Hidrdxido de Sédio 5% (1:7, p:v).

Os carboidratos totais foram estimados em cada fracdo de acordo com o método

de Dubois et al. (1956), utilizando-se glucose como padrio.
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Proteinas

A extragdo de proteinas soluveis foi realizada de acordo com o método descrito
por Alfenas et al. (2006), a qual consistiu na homogeneizac¢do das sementes em tampao
fosfato de sodio 0,05 M e pH 7,0 e posterior centrifugacdo a 5000xg. O teor de
proteinas dos extratos foi quantificado pelo método de Bradford (1976) utilizando
albumina de soro bovino como proteina padrao.

Histologia/ Histoquimica

Sementes submetidas aos mesmos tratamentos descritos no item “Condigdes de
Germina¢do” foram fixadas a vacuo em FAA 70% (JOHANSEN, 1940) durante dois
dias, e posteriormente mantidas em alcool 70% até a realizacdo da desidratacdo e
emblocamento em historesina Leica. Para a desidratagdo, o material foi submetido a
banhos de alcool de duas horas nas concentragdes de 90% e 100%, seguido de um
banho em dlcool 100%:resina liquida (1:1) durante duas horas, e mantido
posteriormente em resina ativada durante no minimo uma semana. Apds esse
procedimento, o material foi emblocado em historesina.

Os blocos foram cortados em micrétomo Reichert-Jung Leica modelo 2040
Autocut, na espessura de oito micrometros, de maneira que os cortes fossem obtidos em
sentido longitudinal, e foram submetidos as seguintes técnicas:

- Azul de Toluidina (rotina, para deteccdo de compostos acidos): Os cortes
foram corados na solugdo de azul de toluidina em pH 4,7durante 3 minutos. Em
seguida, foram lavados em agua destilada. Apos a secagem, as laminas foram montadas
em Entellan (adaptado de Pearse, 1985).

- Acido Periodico de Schiff - PAS (para deteccdo de carboidratos): As
laminas foram colocadas durante 10 minutos em 4cido periddico 1%. Em seguida,

foram colocadas durante 5 minutos em agua de torneira, € na seqiiéncia por 5 minutos
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em agua destilada. Apds isso, foram mergulhadas durante 20 minutos no reativo de
Schiff (no escuro), passando em seguida por 3 banhos de 1 minuto cada em &agua
sulfurosa. Seguiram-se mais um banho em agua de torneira e um em agua destilada, por
5 minutos cada, coloracdo pelo Azul de Toluidina durante 30 segundos, finalizando com
mais um banho em dgua de torneira e outro em agua destilada, durante 5 minutos cada.
Apds a secagem, as laminas foram montadas em Entellan (adapatado de Pearse, 1985).

- Azul de Bromofenol (para detecciio de proteinas): As laminas foram coradas
durante 1 hora no corante azul de bromofenol a temperatura ambiente, lavadas em acido
acético 0,5% durante 1 minuto e por fim lavadas em dgua corrente durante 15 minutos.
Apds a secagem, as laminas foram montadas em Entellan (adapatado de Pearse, 1985).

- Azul do Nilo (para deteccdo de lipidios): As laminas foram coradas durante
10 minutos na solugdo de Azul do Nilo a 60°C. Na seqiiéncia, foram lavadas em agua
destilada e em 2 banhos de 4cido acético 1%, sendo o primeiro com duragdo de 5
minutos e o segundo com duracdo de 3 minutos (adaptado de HAWES & SATIAT-
JEUNEMAITRE, 2001). Em seguida, as laminas foram novamente lavadas em agua
destilada, secas e montadas em Entellan.

Apos a realizagdo das coloracdes e montagem das ldminas permanentes, os
materiais foram fotografados em fotomicroscopio Leica DMLB com camera Leica
DFC280 e analisados.

Eletroforese de proteinas

Aliquotas com 100 pg de proteinas soluveis foram retiradas dos extratos de
proteinas de cada tempo e liofilizadas. Em seguida, o residuo foi ressuspenso em uma
mistura de 20 pL. de dgua destilada e deionizada e 20 puL de tampdo desnaturante (1,5%
de Tris-base (p:v), 20% de SDS 20% (v:v), 10% de B-mercaptoetanol (v:v), 20% de

glicerol 87% (v:v), 0,2% de azul de bromofenol (p:v) e 50% de 4gua destilada e
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deionizada (v:v)), ¢ em seguida colocado em dgua fervente por 5 minutos. A
eletroforese foi executada em gel de SDS-PAGE com um gradiente de 8-18% de acordo
com Hames & Rickwood (1990), com posterior revelagdo por Comassie Brilliant Blue
R-250 0,1% em metanol:acido acético:agua (40:10:50) durante duas horas, seguido de
descoloragdo em metanol:acido acético:agua (40:10:50). Como proteinas padrdo, foi
utilizado o Prestained Prot/Marker/P7708S/175In da New England Biolabs.
Cromatografia de camada delgada de Lipidios

Aliquotas contendo 2mg de cada amostra de lipidios totais foram aplicadas em
placas cromatograficas Silica Gel 60 20X20cm (Merck), com fase mével hexano:éter
etilico:acido acético (85:15:1). De acordo com os Rfs, do maior para o menor, obtém-se
monoglicerideos, 4cidos graxos, diglicerideos, esterdis, triglicerideos e fosfolipideos
(DEVEM & MANOCHA, 1975). Para a revelacdo das placas, foi utilizado iodo
sublimado em camara fechada, com leve aquecimento para acelera¢do do processo, até

que as manchas nas placas estivessem completamente visiveis.
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RESULTADOS
Germinacio das Sementes

As sementes de P. edulis apresentaram alta porcentagem de germinagdo, com as
sementes submetidas ao tratamento no escuro apresentando 2mm de protrusdo radicular
em torno do quarto dia de incubagdo e as mantidas na luz branca apresentando protrusio
da radicula a partir do quinto dia. Apesar do atraso no inicio da germinagdo de um
tratamento para o outro, ao final dos 10 dias foi atingido o méaximo de germinagdo

(figura 1).

Figura 1: Curvas de germinacio das sementes de Passiflora edulis. Legenda: -o- luz branca, -e- escuro. As
barras de erro representam o desvio padrio.

Extracio de Reservas

Carboidratos

Ocorreu uma redug¢do nos niveis de agucares livres até o oitavo dia para as
sementes germinadas na luz branca, e até o sexto dia para as sementes germinadas no
escuro (figura 2A), com os valores aumentando ao décimo dia de germinagéo para a luz

branca e oitavo para o escuro. J4 os polissacarideos soluveis a frio (figura 2B)
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mostraram uma diminui¢do acentuada durante os dois primeiros dias de germinagio,
com pequenas variagdes nos valores nos dias subsequentes, tanto para as sementes
germinadas na luz branca quanto no escuro. A fragdo de polissacarideos soluveis a
quente (figura 2C) mostrou niveis relativamente semelhantes durante oito dias de
germinagdo, aumentando ao décimo dia, tanto para as sementes germinadas sob luz
branca quanto no escuro. As sementes germinadas no escuro mostraram quantidades
maiores de polissacarideos soliveis a quente do que as germinadas na luz branca
continua. Em relacdo a fragdo de polissacarideos alcali-soluveis (figura 2D), os niveis
também oscilaram para as sementes germinadas na luz branca durante os primeiros oito
dias, com os niveis aumentando ao décimo, enquanto as sementes germinadas no escuro
mostram um incremento inicial um pouco maior, aumentando gradativamente até o

décimo dia.
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Figura 2: Fracdes de carboidratos em sementes de Passiflora edulis, expressos em valores totais por semente
(ng), durante a germinacdo. A — Carboidratos livres, B — Polissacarideos soliveis a frio, C — Polissacarideos
soliveis a quente, D — Polissacarideos alcali soltiveis. Legenda: -o- luz branca, -e- escuro. As barras de erro
representam o desvio padréo.
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Lipidios
Os lipidios mostraram uma clara diminui¢do durante os dez dias de germinagao,
caindo para aproximadamente metade de seu valor inicial na semente ao final do
processo (figura 3). As sementes germinadas no escuro apresentaram uma diminui¢do
mais acentuada do que as germinadas na luz branca, porém, apos os dez dias, tanto as
sementes germinadas na luz branca quanto no escuro atingiram niveis semelhantes de

lipidios remanescentes.

Figura 3: Niveis de lipidios totais em sementes de Passiflora edulis, expressos em valores totais por semente
(mg), durante a germinaciio. Legenda: -o- luz branca, -e- escuro. As barras de erro representam o desvio
padrio.

Proteinas

As proteinas soluveis totais (figura 4) apresentaram um incremento nos dez
primeiros dias de germinagdo, tanto nas sementes germinadas no escuro quanto na luz
branca. A oscilacdo nos valores nos dias iniciais se manteve proxima, contudo, as
sementes germinadas na luz branca apresentaram um incremento crescente € continuo,

enquanto houve oscilagdes nos valores para as sementes germinadas no escuro.
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Todavia, em ambos os tratamentos chegaram a niveis proximos ao final do periodo

experimental.

Figura 4: Niveis de proteinas soliveis totais em sementes de Passiflora edulis, expressos em pg, durante a
germinacgio. Legenda: -o- luz branca, -e- escuro. As barras de erro representam o desvio padrio.

Analise eletroforética de proteinas e cromatografica de lipidios

Proteinas

A eletroforese dos extratos protéicos mostrou uma tendéncia a diminui¢do na
quantidade de proteinas de alta massa molecular (aqui consideradas as proteinas das
bandas L1 a L5 para a extragdo das sementes germinadas sob luz branca continua e E1 a
ES para as sementes germinadas no escuro) e uma tendéncia ao aumento na quantidade
de proteinas de baixa massa molecular (bandas L6 a L8 e E6 a E8) durante o processo
de germinacdo (figura 5). As massas moleculares para cada banda sdo representados na

tabela 1:
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Tabela 1: Massa molecular das bandas de eletroforese

Bandas | Peso Molecular (KDa)
L1/El 63

L2/E2 58

L3/E3 50

L4/E4 44

L5/ES 31

L6/E6 23,5

L7/E7 20

L8/E8 18

A B

Figura 5: Eletroforese de Proteinas soluveis totais de sementes de Passiflora edulis. A — Luz Branca, B —
Escuro, P — Padrio.

Lipidios

Foi observado nas sementes germinadas sob luz branca que o nivel de
monoglicerideos parece se manter constante durante todo o periodo, e os acidos graxos
apresentaram uma reducdo em seus niveis. Aparentemente hd um aumento nos
diglicerideos, indicada pela forte coloragdo no tempo t10. O nivel de esterdis parece
sofrer um leve incremento ao décimo dia, enquanto triglicerideos praticamente se
mantiveram constantes durante todo o processo de germinagdo (figura 6). Ja no escuro,
apesar de parecer seguir as mesmas tendéncias, as manchas de &cidos graxos
mostraram-se muito fracas, praticamente imperceptiveis (figura 7). Tanto na luz branca
quanto no escuro o nivel de fosfolipidios apresentou um leve aumento durante os 10

dias de germinacao.
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Figura 6: Cromatografia de camada delgada de lipidios de sementes de Passiflora edulis, germinadas sob luz
branca continua.

Figura 7: Cromatografia de camada delgada de lipidios de sementes de Passiflora edulis, germinadas em
escuro continuo.
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Histoquimica

Endosperma

E observado que a quantidade de lipidios diminui expressivamente durante os
primeiros 10 dias de germinag¢do (figura 8), ocorrendo uma diminui¢do mais
pronunciada entre o sexto e oitavo dia, no sentido por¢do externa para a por¢ao interna
do endosperma. Nota-se também que as bordas das goticulas de lipidio reagem
positivamente ao Azul de Bromofenol, indicando a presenga de proteinas nessa parte da
estrutura da goticula (figura 9). As paredes celulares reagiram positivamente ao PAS e
Azul de Toluidina, permitindo observar a degradagdo da parede celular, passando da
estrutura rigida e definida observada nos tempos iniciais (figuras 10A-D e 11A-D) para
uma estrutura flacida, ocasionando a perda da integridade da estrutura, observada nos
tempos tardios de pos-embebi¢do (figuras 10E-F e 11E-F). Nota-se que ndo h4 mais
nenhum outro material de reserva no endosperma, seja ele formado por carboidratos ou
proteinas. Nenhuma diferen¢a foi observada entre as sementes germinadas sob luz
branca continua ou escuro continuo (figuras 16-19).

Cotilédones

Na técnica de azul de toluidina, é vista a retomada do formato funcional do
nucleo entre os tempos t4 e t6 (Figura 12C-D), juntamente com uma mudanga de
coloragdo no citoplasma, passando de um azul claro para uma coloragdo mais
pronunciada e homogénea, evidenciada pelos globulos presentes nos tempos iniciais e
que desaparecem nos tempos finais. Ao PAS os granulos do citoplasma pouco reagiram,
no entanto, também ¢ observada uma coloragdo mais forte no citoplasma nos tempos
finais, além do aparecimento de pequenos granulos de amido corados nos tempos t8 e
t10 (Figuras 13E-F). Os granulos citoplasmaticos presentes nos tempos iniciais (t0 a t6,

Figuras 14A-D) reagiram positivamente ao Azul de Bromofenol, desaparecendo nos
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dias mais avancados de germinag¢do e também apresentando uma coloragdo mais
homogénea do citoplasma. Nenhum resultado foi observado na coloragdo de azul do
nilo (figura 15).

Evidéncias de divisdo celular aparecem nos tempos t6 e t8, em decorréncia do
fato das células terem um tamanho relativamente grande no t6, e na seqiiéncia estarem
com a formacdo de paredes celulares dividindo o citoplasma, além da formagdo de
novos nucleos. Nenhuma diferenga expressiva entre os tratamentos luz branca continua

e escuro continuo foi observada (figuras 20-23).



27

Figura 8: Endosperma da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, submetido a técnica de
Azul do Nilo para coloracio de lipidios. Notar a diminuicio no nivel de lipidios a partir de t6 (D). A-t0; B-t2;
C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 100 pm.
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Figura 9: Endosperma da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, submetido a técnica de
Azul de Bromofenol para coloragdo de proteinas. Observar a presenca de proteinas (oleosinas) ao redor dos
corpos lipidicos. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 100 pm.
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Figura 10: Endosperma da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, submetido a técnica de
PAS para coloragédo de carboidratos. O afrouxamento das paredes celulares é evidente nos tempos t8 e t10 (E-
F) apés o inicio da incubacdo. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 100 pm.
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Figura 11: Endosperma da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, submetido a técnica de
Azul de toluidina para coloracio de estruturas acidas. O afrouxamento das paredes celulares também é
evidente nos tempos tardios apos a germinacio (E-F). A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 100 pm.
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Figura 12: Cotilédones da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, corados pela técnica de
azul de toluidina para a coloracio de estruturas acidas, permitindo observar a reestruturacio do nicleo (A-D)
e a mudanca na intensidade de coloragdo do citoplasma (D-F). A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 50
pm.
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Figura 13: Cotilédones da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, corados pela técnica de
PAS para a coloracio de carboidratos, mostrando a mudanca na intensidade de coloracio do citoplasma,
juntamente com o aparecimento de grios de amido (E-F). A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10, a-amido. Escala
=50 pm.
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Figura 14: Cotilédones da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, corados pela técnica de
azul de bromofenol para a coloracio de proteinas. Os granulos protéicos presentes no citosol (A-D) sio
completamente hidrolisados durante a germinacéo. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 50 pm.
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Figura 15: Cotilédones da semente de P. edulis germinada sob luz branca continua, corados pela técnica de
azul do Nilo para a coloragao de lipidios. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 50 pm.
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Figura 16: Endosperma da semente de P. edulis germinada no escuro, submetido a técnica de Azul do Nilo
para a coloracio de lipidios. Notar a diminui¢do no nivel de lipidios também a partir de t6 (D). A-t0; B-t2; C-
t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 100 pm.
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Figura 17: Endosperma da semente de P. edulis germinada no escuro, submetido a técnica de Azul de
Bromofenol para a coloracio de proteinas, evidenciando a presenca de proteinas (oleosinas) ao redor dos
corpos lipidicos. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala =100 pm.
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Figura 18: Endosperma da semente de P. edulis germinada no escuro, submetido a técnica de PAS para a
coloracio de carboidratos. O afrouxamento das paredes celulares é evidente nos tempos t8 e t10 (E-F) apos o
inicio da incubacéo. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 100 pm.
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Figura 19: Endosperma da semente de P. edulis germinada no escuro, submetido a técnica de Azul de toluidina
para a coloracgido de estruturas acidas. O afrouxamento das paredes celulares também é evidente nos tempos
tardios apds a germinagio (E-F). A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 100 pm.
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Figura 20: Cotilédones da semente de P. edulis germinada no escuro, corados pela técnica de azul de toluidina
para a coloracio de estruturas acidas, permitindo observar a reestruturacio do nicleo (A-D) e a mudanc¢a na
intensidade de coloracéo do citoplasma (D-F). A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 50 pm.
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Figura 21: Cotilédones da semente de P. edulis germinada no escuro, corados pela técnica de PAS para a
coloracio de carboidratos, mostrando a mudanc¢a na intensidade de coloragdo do citoplasma(E-F). Nessas
micrografias os grios de amido niio sio observados. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10, a-amido. Escala = 50
pm.
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Figura 22: Cotilédones da semente de P. edulis germinada no escuro, corados pela técnica de azul de
bromofenol para a coloracio de proteinas. Os granulos protéicos presentes no citosol (A-D) sdo completamente
hidrolisados durante a germinacéo. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 50 pm.
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Figura 23: Cotilédones da semente de P. edulis germinada no escuro, corados pela técnica de azul do Nilo para
coloracio de lipidios. A-t0; B-t2; C-t4; D-t6; E-t8; F-t10. Escala = 50 pm.
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DISCUSSAO

Ficou evidente que a principal fonte de energia para a germina¢do da semente de
P. edulis sdo os lipidios, tanto pelos resultados apresentados pela histoquimica quanto
pela observagdo da sua diminui¢do apresentada pelas analises bioquimicas. A semente ¢
caracterizada como oleaginosa em razdo do seu endosperma rico em lipidios
(CORNER, 1977), e a diminui¢do nos niveis desta reserva é semelhante ao de outras
sementes oleaginosas, apesar de nem sempre seguir os mesmos padrdes. Enquanto as
sementes de FEuphorbia heterophylla apresentaram uma diminui¢do nos niveis de
lipidios ao redor de 70% entre 3 e 4 dias p6s embebi¢do (SUDA & GIORGINI, 2000), e
sementes de Arabidopsis thaliana apresentaram diminui¢do de 65% no nivel de lipidios
apds trés dias e doze horas de germinacdo (MANSFIELD & BRIARTY, 1996), as
sementes de P. edulis comecaram a apresentar diminui¢cdo nos niveis de lipidios por
volta do sexto dia de germinagao.

Outras sementes também mantiveram os niveis de lipidios estaveis no inicio da
germinagdo, sO os consumindo em tempos mais avangados, como na semente de
mamona (MUTO & BEEVERS, 1974), onde o conteudo de lipidio se mantém até o
terceiro dia de germinagdo, desaparecendo quase por completo até o sétimo dia, € em
sementes de sibipiruna, Caesalpinia peltophoroides (CORTE et al., 2006; CORTE et
al., 2008), com diminui¢do acentuada no nivel de lipidios durante os primeiros dez dias
de germinac¢do, sendo consumidos até o vigésimo dia. Provavelmente, os lipidios
presentes no endosperma podem servir como material de reserva para a sintese de
carboidratos através do ciclo do glioxilato, ja& que nos cotilédones comeca a aparecer
uma resposta moderadamente positiva ao PAS proximo ao tempo onde o nivel de
lipidios comega a diminuir expressivamente (t6). Adicionalmente, pequenos granulos de

amido comec¢am a aparecer nos tempos t8 e t10, coincidindo também com a diminui¢do
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acentuada nos niveis de lipidios. Sabe-se que a degrada¢do bioquimica de lipidios leva a
formagdo de Acetil Co-A, levando em ultima instancia a sintese de sacarose através da
gluconeogénese, podendo ser armazenada na forma de amido quando os niveis deste
acgucar no citosol sdo muito elevados (BUCKERIDGE et al., 2004; MANSFIELD &
BRIARTY, 1996; SILVA, T.R.G. et al., 1998). O mesmo ¢ sugerido no trabalho de
Horner & Arnott (1966), onde sementes de Yucca schidigera mostraram um incremento
em amido enquanto as reservas lipidicas eram consumidas, atribuindo o aumento nos
niveis de amido a degradagdo dos trigliceridios em glicerol e 4cidos graxos, e entdo
convertidos em carboidrato, justificando a presenga do amido. A hipdtese para sustentar
tal fato € que a degradacdo das reservas primarias seria maior do que a necessaria para o
desenvolvimento da plantula, e, portanto, para manter o equilibrio osmético, o excesso
seria convertido em uma reserva “secundaria”, no caso, o amido. Ademais, se
observarmos o incremento nos niveis de polissacarideos soluveis a quente do oitavo (t8)
para o décimo dia (t10) (figura 2C), podemos inferir que este aumento ¢ relacionado ao
aparecimento de amido nos cotilédones, j4 que o amido ¢é extraido por este
procedimento. Muito provavelmente, o grande desvio padrdao encontrado no t10 pode
ser explicado pela variagdo biologica dentro de cada amostra, refletindo possiveis
diferencgas no consumo de lipidios, de carboidratos livres e na sintese de amido a partir
dos carboidratos livres por cada semente. O menor incremento no tratamento de escuro
continuo pode ser devido a um consumo mais acelerado dos carboidratos livres, ndo
deixando, portanto, grande excesso para ser utilizado para a sintese de amido.

Enquanto, no geral, a tendéncia dos lipidios totais foi em direcdo a diminuigdo, o
nivel de fosfolipidios aumentar consideravelmente pode ser correlacionavel com o
desenvolvimento da célula e o aumento no nimero de organelas, como mitocondrias e

glioxissomos (MARRIOTT & NORTHCOTE, 1975), assim como um aumento na area



45

total de membranas plasmaticas e de membranas intracelulares, servindo como material
para a formacdo de sistemas de membranas especialmente do reticulo endoplasmatico
(YOO, 1970). A manutenc¢do no nivel de esterdis, com o leve incremento no ultimo dia
também pode estar relacionado com o aumento nos fosfolipidios, e portanto com o
aumento na area de membranas. E sugerido que esterdis estejam ligados a estabilizagio
das membranas celulares (BUSH & GRUNWALD, 1972). No entanto, era de se esperar
que o nivel de triglicerideos diminuisse acompanhando a diminui¢do no nivel de
lipidios totais, assim como observado em Picea glauca (CYR, D.R. et al., 1991) e em
Ricinus comunis (MARRIOTT & NORTHCOTE, 1975), apesar de a propor¢ao entre os
triglicerideos ter se mantido durante o periodo de germinagdo. Ja os 4cidos graxos
mostraram uma diminui¢do durante a germinagdo na luz branca, porém quase ndo
apareceram no escuro. E conhecido que durante a germinagio ndo ha acamulo de 4cidos
graxos na semente, exceto em algumas espécies, como em FElaeis guineensis, onde ha
um actimulo de 4cidos graxos no endosperma durante a degradacido dos corpos oleosos
(BEWLEY & BLACK, 1994). A semente de maracuja, entdo, pode armazenar uma
pequena quantidade de acidos graxos germinando sob luz branca continua, enquanto no
escuro a degradacdo de acidos graxos advindos da metabolizacdo dos triglicerideos deve
ocorrer concomitantemente. Isso explicaria o fato de praticamente ndo haver manchas
de acidos graxos na cromatografia. Decerto, ¢ dificil atestar que hd uma diminuicdo ou
aumento nos valores, uma vez que a cromatografia em camada delgada baseia-se
somente em analises visuais, € portanto qualitativa, e uma analise quantitativa se mostra
necessaria.

A observagdo de que ha uma diminui¢do um pouco mais acentuada no nivel de
lipidios das sementes germinadas no escuro do que nas germinadas sob luz branca

continua pode ter relagdo com a natureza energética da reserva. O fato de a semente
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estar no escuro pode desencadear algum sinal para o consumo de suas reservas para um
rapido estiolamento até conseguir alcancar alguma fonte de luz. Sementes de
Arabidopsis thaliana que tiveram seus endospermas removidos e colocadas para
germinar no escuro apresentaram um menor alongamento do hipocétilo e, portanto,
demonstraram um papel essencial dos triglicerideos do endosperma em fornecer energia
para o seu estiolamento, enquanto sementes sem endosperma, porém com uma fonte de
sacarose, conseguiram manter o desenvolvimento do hipocétilo normalmente
(PENFIELD et al., 2004).

A marcacdo positiva ao redor das goticulas de lipidios pelo azul de bromofenol
pode indicar a presenca de oleosinas, proteinas entre 15 e 26 KDa aderidas & membrana
de corpusculos que armazenam trigliceridios, e que estdo associadas & mobiliza¢do dos
lipidios e a manuten¢do da estrutura do corpo lipidico durante a perda de 4gua no
amadurecimento das sementes (BUCKERIDGE et al., 2004, SOMERVILLE et al.,
2000).

A diminuicdo nos acucares livres observada durante o periodo pré-protrusao
radicular pode ter relagdo com a ativagdo do metabolismo inicial da semente,
fornecendo energia para a germinacao antes que 0s processos iniciais de mobilizagdo de
reservas possam ocorrer (PRITCHARD et al., 2002). Ja o seu aumento ao décimo dia de
germinagdo pode ter relagdo com o inicio dos processos fotossintéticos, uma vez que os
cotilédones ja comecaram a apresentar coloracdo esverdeada, em sementes germinadas
sob luz branca continua. O aumento nas sementes germinadas no escuro pode ser
devido ao consumo da reserva lipidica em uma maior velocidade do que o necessario
para a plantula, como discutido anteriormente.

E dificil afirmar que ha mobilizacdo de polissacarideos de reserva de parede em

P. edulis. Enquanto caracteristicas histoquimicas demonstram que pode haver, como a
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flacidez observada nas paredes celulares do endosperma nos tempos t8 e t10, ndo ha
indicio da mobilizagdo de carboidratos, j& que n3o ha alteracdo expressiva na
intensidade de coloragdo pelo PAS ou pelo azul de toluidina, como também ha um
aumento nos niveis de polissacarideos alcali-soluveis. Contudo, este aumento deve ser
relacionado também ao crescimento do cotilédone e, por conseqii€ncia, a0 aumento nos
niveis de polissacarideos de parede celular, ja que é observada divisdo celular entre os
dias t6 e t8. O trabalho de Horner & Arnott (1966) mostrou a diminui¢do na coloragdo
pelo PAS conforme os dias de germinacdo, mencionando também a dissolucdo
organizada da parede celular do perisperma préximo ao embrido. A perda da integridade
da parede celular pode indicar também o inicio da senescéncia do endosperma, se
separando dos cotilédones 15-20 dias apos a semeadura (PEREIRA & ANDRADE,
1994).

A observagdo do formato irregular, empacotado dos nucleos nos tempos iniciais
de germinagdo, assim como também observado por Yoo (1970), ¢ um indicativo do
baixo metabolismo da semente, ¢ a medida que ocorre a embebigdo, ocorre a retomada
do metabolismo celular (de CASTRO, BRADFORD & HILHORST, 2004), e boa parte
dos estagios iniciais da germinagdo sdo voltados a reorganizagdo e desenvolvimento de
organelas ja existentes e a sintese de novas (MANSFIELD & BRIARTY, 1996). A
retomada do metabolismo pode ser comprovada, além da observagdo da germinag¢do em
si, pela tonalidade do citoplasma na técnica do Azul de Toluidina, que reage com
compostos de carater acido (PEARSE, 1985) que, por sua vez, podem indicar a presenga
de mRNAs, além da constatagdo da recuperacdo do formato tradicional do nucleo. A
sintese de novos mRNAs ocorre enquanto a germinagdo prossegue, codificando
proteinas essenciais para o metabolismo normal da célula e manuten¢do do crescimento

da plantula (BEWLEY, 1997).
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A reagdo positiva dos granulos citoplasmaticos com o azul de bromofenol sugere
uma natureza protéica a esses granulos, muito provavelmente acida, ja que também ha
regides dos granulos coradas pelo azul de toluidina. O desaparecimento dos granulos e a
posterior coloragdo intensa do citoplasma sugere que ha a degradagdo desses corpos
protéicos em por¢des menores, o que pode ser corroborado pelos testes eletroforéticos
apresentados. Semelhanca foi observada em sementes de Prosopis juliflora, onde os
corpos protéicos em formato globular sdo hidrolisados e apresentaram-se mais soluveis
(GALLAO et al., 2007). Evento similar foi observado por Corte et al. (2008), com a
mobilizacdo de proteinas pelas sementes de Caesalpinia peltophoroides. Entretanto, a
autora relata que hd um aumento no involucro do corpo protéico precedendo a
degradag@o do seu contetido, que fica confinado a um pequeno espago, enquanto o
mesmo nio € observado da mesma maneira em nosso material. No entanto, observa-se
nos tempos t8 e t10 sinais de vacuolizacdo no citoplasma, em decorréncia da utilizacdo
desse material de reserva, assim como observado por Mansfield & Briarty (1996). A
baixa vacuolizagdo observada em nossos resultados indica que provavelmente a
mobilizagdo de proteinas € mais lenta nos dez primeiros dias, ocorrendo somente apds o
periodo abordado. Outra hipotese seria que, de acordo com Buckeridge et al. (2004),
essa vacuolizag¢do leva ao acumulo, em seu interior, de hidrolases que levam em um
ultimo evento a digestdo celular e a degeneragdo dos cotilédones, o que ndo ocorre em
P. edulis.

Essa degradacdo dos corpos protéicos presentes nos cotilédones pode estar
diretamente ligada ao aumento na quantidade de proteinas soluveis observado durante a
germinagdo. Os corpos protéicos (presumidamente insoliveis) sdo hidrolisados em
por¢des menores, € assim, se tornam soluveis e passiveis de extragdo pela metodologia

utilizada. O mesmo foi observado nos trabalhos de Gallao (2007) e Silva (1998).
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Contudo, a sintese protéica iniciada apés a retomada do metabolismo da semente nio
deve ser descartada como motivo para o incremento de proteinas soluveis, pois segundo
Kornberg & Beevers (1957) a degradacdo de lipidios e carboidratos durante a
germinagdo ¢ um processo cujo propodsito essencial é fornecer energia para a sintese
protéica durante o crescimento da planta. E da mesma maneira como acontece no
presente trabalho, Chandrasiri et al. (1987) apud Bau (1997) observaram um decréscimo
rapido no contetdo lipidico de sementes de soja, enquanto o nivel de proteinas
aumentava gradativamente. Adicionalmente, a sintese de enzimas de novo também nao
pode ser descartada como razdo para o aumento substancial no nivel de proteinas
soluveis totais, uma vez que processos como a mobilizacdo de lipidios € dependente da
sintese de novo das enzimas isocitrato-liase e malato-sintase apos o inicio do processo
germinativo (MARTINS et al., 2000), também podendo citar exemplos como os das
enzimas endo-B-mananase e a-galactosidase, responsaveis pela degradacdo de
polissacarideos de reserva de parede celular (BUCKERIDGE et al., 2000), peroxidase,
responsavel, entre outras fungdes, pela oxidagdo de fendis, defesa de patdgenos e na
regulacdo na elongagdo das células (CAMPOS et al., 2004) e a-amilase, responsavel

pela degradacido do amido (ARAGAO, 2003).
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CONCLUSOES

Concluimos que a principal reserva utilizada na germinagdo da semente de P.
edulis ¢ lipidica, com seus niveis apresentando queda a partir do 6° dia apds o inicio da
embebi¢do. Variagdes nos niveis de proteinas soluveis totais, com tendéncia ao
aumento, também foram observadas, podendo ser em razdo da hidrélise dos corpos
protéicos presentes nos cotilédones, aumentando a solubilidade dos mesmos, como
também ndo pode ser descartada a sintese de novas proteinas e de enzimas de novo. Os
niveis de carboidratos livres mostraram queda até o oitavo dia, apresentando um
incremento ao décimo, possivelmente em razdo da rapida degradagdo dos lipidios. Ha o
aparecimento de amido a partir do oitavo dia apds o inicio da embebigdo,

provavelmente com fungdo de reserva secundaria.
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