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RESUMO

No Cerrado, sdo descritas mais de 50 espécies de palmeiras que, devido as particularidades
desse bioma, apresentam caracteristicas adaptativas interessantes. Dentre elas, pode-se citar
a dorméncia seminal e a grande quantidade de compostos de reserva em suas sementes. O
embrido linear possui eixo microscopico incluso no peciolo cotiledonar, e a porcéao distal é
diferenciada no haustdrio altamente especializado, estrutura envolvida com a mobilizacdo
de reservas endospérmicas para a plantula em crescimento, embora informacGes sobre
como esse processo ocorre ainda sao incipientes. Nesse trabalho, foram avaliados aspectos
fisioldgicos, anatdbmicos, citoquimicos e ultraestruturais em sementes de trés espécies de
palmeiras neotropicais, importantes economicamente. No primeiro capitulo, procurou-se
avaliar o efeito dos componentes do opérculo de Acrocomia aculeata, Attalea vitrivir e
Butia capitata sobre a germinacéo, bem como o efeito da embebicéo, do tempo de cultivo e
da aplicacdo de acido giberélico (GA3) sobre o crescimento embrionario e sobre a estrutura
do endosperma micropilar. Evidenciou-se que o nivel de dorméncia é crescente entre as
sementes de A. vitrivir, B. capitata e A. aculeata, sendo o grau de resisténcia do opérculo
ao deslocamento maior em A. aculeata. Nas sementes de A. vitrivir e A. aculeata, o
crescimento do embrido estd diretamente relacionado ao deslocamento do opérculo, cuja
resisténcia, nas trés espécies, diminui com a embebicédo, ndo é influenciada pelo GA; e nédo
estd relacionada a atividade de endo-f-mananase. Embora o efeito mecanico do
crescimento do embrido seja determinante, o perfil péctico da lamela mediana na linha de
fraqueza do endosperma micropilar e a remodelagem da parede celular, os quais séo
diferentes entre as espécies estudadas, podem ser considerados importantes componentes
do controle da germinacdo de sementes de palmeiras. O segundo capitulo envolveu a
definicdo de fases do desenvolvimento da plantula de A. aculeata e elucidacdo dos papeis
do haustorio e do endosperma durante a mobilizacdo de reservas. A mobilizacdo de
reservas inicia-se no haustorio durante a germinacdo e, subsequentemente, ocorre no
endosperma adjacente ao haustorio, formando a zona de digestdo de modo gradual. Os
primeiros compostos a serem mobilizados séo as proteinas e os polissacarideos, seguidos
pelos lipidios e por constituintes da parede. O haustorio ativa e controla a mobilizag&o,
formando reservas transitdrias, translocando-as para o eixo vegetativo; o endosperma

possui papel ativo, atuando como sitio de intensa atividade enzimatica, associada aos



corpos proteicos. O desenvolvimento de plantulas de A. aculeata pode ser descrito em seis
fases ao longo de 150 dias, aproximadamente, processo que exibe alternancia entre estagios
de acumulo e de consumo de reservas no haustorio. No terceiro capitulo, procurou-se
caracterizar as variacdes celulares relacionadas a mobilizacdo das reservas embrionarias e
endospérmicas durante a germinacao e desenvolvimento inicial de plantulas de A. aculeata.
Verificou-se que, no haustério, os corpos lipidicos associam-se a glioxissomos e a vacuolos
proteicos, organelas envolvidas na mobilizacdo lipidica. No endosperma, o padrdo de
mobilizacdo € similar ao do haustorio, mas ndo ha evidéncias da participacdo direta de
organelas; os carboidratos da parede sdo hidrolisados e as células perdem sua integridade,
acumulando-se em torno do haustério. O haustério ndo possui caracteristicas citoldgicas
que indiqguem funcdo secretora de enzimas que atuem sobre o endosperma, mas é uma
estrutura que tem funcdo inicial de reserva e que desempenha o papel de absorcdo. O
endosperma possui funcdo de armazenamento e de autodegradacdo, sendo as enzimas

hidroliticas e os produtos de hidrolise transportados via apoplasto.

Palavras-chave: Germinacdo, opérculo, embrido, endosperma, mobilizacdo de reservas,

corpos proteicos, corpos lipidicos, lipase, endo-p-mananase, Cerrado, Arecaceae.



ABSTRACT

The Cerrado contains more than 50 described species of palm trees that, due to the unique
characteristics of this biome, possess intriguing adaptive characteristics. Among these is
seminal dormancy and large amounts of reserve compounds. The embryo is linear,
possessing a microscopic axis within the cotyledonary petiole and a distal portion that is
differentiated into a highly specialized haustorium, which is a structure involved in the
mobilization of endospermic reserves for the growing seedling; however, information about
how this process occurs is still incipient. This work evaluates the physiology, anatomy,
cytochemistry and ultrastructure of the seeds of three economically important Neotropical
palm species. The first chapter aims to address the effect of the components of the
operculum on the germination of Acrocomia aculeata, Attalea vitrivir and Butia capitata,
as well as the effect of inhibition, cultivation time and the application of gibberellic acid
(GA3) on embryonic growth and the structure of micropylar endosperm. The level of
dormancy was found to increase among the seeds A. vitrivir, B. capitata and A. aculeata,
with A. aculeata having a greater degree of resistance to displacement of the operculum.
The seeds of A. vitrivir and A. aculeate experience embryonic growth that is directly related
to the displacement of the operculum, whose resistance, in the three studied species,
decreases with imbibition, is not influenced by GA3 and is not related to the activity of
endo-pB-mannanase. Although the mechanical effect of embryonic growth is determinant,
the pectic profile of the median lamella in the line of weakness of the micropylar
endosperm and the remodeling of the cell wall, which differ among the studied species, can
be considered important components of the control of germination in palm seeds. The
second chapter involves the definition of developmental stages for seedlings of A. aculeata
and the elucidation of the roles of the haustorium and endosperm during mobilization of
reserves. Reserves mobilization begins in the haustorium during germination and
subsequently occurs in the endosperm adjacent to the haustorium, gradually forming a
digestive zone. The first compounds to be mobilized are proteins and polysaccharides,
followed by lipids and cell wall components. The haustorium activates and controls
mobilization, forming transitory reserves and translocating them to the vegetative axis; the
endosperm has an active role in serving as a site of intense enzymatic activity associated

with protein bodies. The development of seedlings of A. aculeata can be described to have
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six phases that occur over approximately 150 days, a process that exhibits alternation
between stages of accumulation and consumption of haustorium reserves. The third chapter
aimed to describe cellular variation related to the mobilization of embryonic and
endospermic reserves during germination and the initial development of seedlings of A.
aculeata. The haustorium was found to contain lipid bodies associated with glyoxysomes
and proteinaceous vacuoles, which are organelles involved in lipid mobilization. The
pattern of mobilization of endosperm is similar to that of the haustorium, but there is no
evidence of direct involvement of organelles; the carbohydrates in the wall hydrolyze and
the cells lose their integrity and accumulate around the haustorium. The haustorium does
not possess cytological characteristics indicative of a function of secreting enzymes that act
on the endosperm, but it is a structure that has the initial function of reserve storage and
plays a role in the absorption and storage of transient reserves throughout the establishment
of the seedling. The endosperm has storage and self-degradation functions, with hydrolytic

enzymes and products of hydrolysis being transported via apoplast.

Keywords: Germination, operculum, embryo, endosperm, reserve mobilization, protein

bodies, lipid bodies, lipase, endo-B-mannanase, Cerrado, Arecaceae.



INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a maior parte das espécies nativas de palmeiras esta distribuida em ambientes
umidos, especialmente na Amazénia e Mata Atlantica. No entanto, no Cerrado, bioma
caracterizado pela sazonalidade climatica e heterogeneidade edéafica, sdo descritas mais de
50 espécies de Arecaceae, dentre as quais muitas sdo importantes economicamente, além de
apresentarem distintas estratégias adaptativas, ainda pouco compreendidas (Lorenzi et al.
2010).

Acrocomia aculeata Lodd. ex Mart.,, conhecida como macalba, possui ampla
distribuicdo no Brasil, sendo encontrada desde o Para até Sdo Paulo (Lorenzi et al. 2010),
onde grandes macicos ocorrem em cerradfes e matas semideciduas de Minas Gerais,
comumente em areas antropizadas (Motta et al. 2002; Lorenzi et al. 2010). A espécie €
considerada uma das oleaginosas mais produtivas, apontada como promissora fonte de
recursos renovaveis em regides tropicais secas, associada a sua elevada adaptacdo a
escassez hidrica (Hiane et al. 2005; Pires et al. 2013; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015).
Attalea vitrivir Zona, o babacu, possui distribuicdo restrita, encontrada apenas nos estados
de Minas Gerais e Bahia, especialmente em ambientes mais Umidos (Anderson e Balick
1988; Lorenzi et al. 2010). Frutos e sementes da espécie sdo amplamente utilizados na
elaboracdo de artesanatos por populagdes tradicionais, além do endocarpo e o 6leo das
sementes serem recursos potenciais para producdo de agroenergia (Costa e Marchi 2008;
Lorenzi et al. 2010; Rubio-Neto et al. 2012). Butia capitata (Mart.) Becc., 0 coquinho-
azedo, ocorre nos estados de Minas Gerais, Bahia e Goias, especialmente em areas arenosas
do cerrado e cerraddo, apresentando baixa exigéncia hidrica. A espécie possui potencial
paisagistico e é amplamente utilizada no setor alimenticio (Faria et al. 2008; Tonietto et al.
2009; Lorenzi et al. 2010).

As trés espécies apresentam dorméncia pronunciada em suas sementes, que apesar
de ser uma caracteristica ecologica importante, é considerada um fator limitante para a
producdo de mudas; em condicdo de viveiro, essas sementes apresentam germinacao lenta e
irregular ao longo do tempo, podendo levar anos para que a germinacgdo aconteca (Neves et
al. 2010; Fior et al. 2011; Ribeiro et al. 2012). Estudos tém indicado que a dorméncia em

palmeiras possui importante componente estrutural, sendo caracteristica a presenca de



endosperma rigido, devido as paredes espessas ricas em mananos, que envolve
completamente o embrido, e que pode funcionar como barreira fisica para a germinagédo
(DeMason et al. 1985; Sekhar e DeMason 1988; Gong et al. 2005; Moura et al. 2010). As
caracteristicas estruturais do opérculo sdo descritas para Phoenix dactylifera (Gong et al.
2005), A. aculeata, A. vitrivir e B. capitata e (Carvalho et al. 2015), indicando que essa
estrutura influencia, negativamente, a germinagdo das sementes de palmeiras. Segundo
Gong et al. (2005), a presenca da linha de fraqueza no opérculo de P. dactylifera esta
associada a germinacdo, sem que haja influéncia significativa da atividade de endo-p-
mananase no processo. Porém, ndo ha trabalhos que elucidem que alteragdes séo
necessarias para que ocorra o deslocamento do opérculo e a concretizag¢do da germinacéo.

Eventos pds-germinativos sdo complexos, especialmente devido as particularidades
das sementes de palmeiras, que, em muitas espécies, sdo ricas em reservas e possuem
embrido linear; o eixo embrionario é microscopico e encontra-se inserido no peciolo
cotiledonar, além do limbo cotiledonar ser desenvolvido no haustdrio, estrutura altamente
especializada. A mobilizacdo de reservas embrionarias durante o crescimento cotiledonar,
particularmente no nivel subcelular, é descrita apenas para P. dactylifera e Washingtonia
filifera (DeMason 1984, 1988; Sekhar e Demason 1988) e mecanismos ocorridos no
haustorio e no endosperma durante a degradacdo dos compostos armazenados, assim como
0 padrdo de mobilizacdo dessas reservas para 0 eixo vegetativo em crescimento, sdo
processos ainda pouco esclarecidos.

Considerando-se que Arecaceae abrange mais de 2.700 espécies (Dransfield et al.
2008) e a importancia ecoldgica e econdmica da familia, trabalhos aprofundados sobre
germinacdo e plantulas de palmeiras sdo ainda escassos e limitados a poucas espécies
(DeMason 1984; DeMason et al. 1985; Alang et al. 1988; Oliveira et al. 2013). Dessa
forma, a proposta deste trabalho constitui contribuicdo para o avanco do conhecimento
sobre a biologia das sementes ortodoxas com dorméncia e o desenvolvimento de plantulas,
especialmente em palmeiras tipicas do Cerrado. O primeiro capitulo compreende estudos
fisiologicos, anatdbmicos, histoquimicos e imunocitoquimicos sobre as principais alteracfes
no opérculo, que estdo associadas & concretizagdo da germinacdo de A. aculeata, A. vitrivir
e B. capitata, o que permite ampliar a compreensdo do processo de superacdo da dorméncia

em sementes de palmeiras. No segundo capitulo deste trabalho, foram avaliados aspectos



anatémicos, histoquimicos, bioquimicos e fisioldgicos da semente de A. aculeata, durante a
germinacdo e o desenvolvimento das plantulas. A relevancia desse trabalho reside na
geracdo de informacdes inéditas sobre a dinamica da mobilizacdo das reservas seminais e
ainda sobre o papel do haustorio e do endosperma durante esse processo, caracteristicas
importantes para compreender o sucesso reprodutivo da espécie. O terceiro capitulo
apresenta a analise ultraestrutural do haustério e do endosperma de A. aculeata durante a
germinacdo e o desenvolvimento da plantula. Esse estudo evidencia as particularidades da
mobilizacdo das reservas seminais, esclarecendo como ocorre a transferéncia de substancias
para 0 eixo em crescimento, e permite destacar caracteristicas citoldgicas associadas as

fungdes do haustorio e do endosperma.
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Resumo

Em sementes de palmeiras, a dorméncia recebe forte influéncia de componentes estruturais,
cujas alteracBes responsaveis pela conclusdo da germinacdo ainda Sdo pouco
compreendidas. Objetivou-se avaliar aspectos fisioldgicos, anatbmicos e citoquimicos da
regido micropilar em sementes das palmeiras neotropicais Acrocomia aculeata, Attalea
vitrivir e Butia capitata. Avaliou-se o efeito dos componentes do opérculo sobre a
germinacdo, e da embebicdo, do tempo de cultivo e da aplicacdo de acido giberelico (GA3)
sobre o crescimento embrionario e sobre a estrutura do endosperma micropilar. O nivel de
dorméncia foi crescente entre as sementes de A. vitrivir, B. capitata e A. aculeata, sendo
que em A. aculeata, a resisténcia ao deslocamento do opérculo foi maior, seguida por A.
vitrivir e B. capitata. A remocdo mecanica do opérculo promoveu a superacdo da
dorméncia na maioria das sementes das trés espécies, enquanto que a remocdo do
tegumento opercular e a aplicacdo de GA; foram efetivas em A. aculeata e A. vitrivir. Nas
sementes de A. aculeata e A. vitrivir, o crescimento do embrido esteve diretamente
relacionado ao deslocamento do opérculo, cuja resisténcia, nas trés espécies, diminuiu com
a embebicdo, ndo foi influenciada pelo GAs e nao esteve relacionada a atividade de endo-p-
mananase. O deslocamento do opérculo ocorreu com a separacdo das células na linha de
fraqueza do endosperma micropilar. Embora o efeito mecénico do crescimento do embrido
seja determinante, o perfil péctico da lamela mediana na linha de fraqueza do endosperma
micropilar e sua remodelagem, os quais foram diferentes entre as espécies estudadas,
podem ser considerados importantes componentes do controle da germinacdo de sementes

de palmeiras.

Palavras-chave: Arecaceae, embrido, endosperma micropilar, opérculo, germinacao.

Introducéo

Em palmeiras, a germinacdo é um processo complexo devido a particularidades na estrutura
das sementes, as quais sao tipicamente albuminosas, com embriéo linear e eixo embrionario
microscopico incluso no peciolo cotiledonar (Orozco-Segovia et al. 2003; Magalhaes et al.
2013; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015). Em muitas espécies, a germinabilidade é restrita

em funcdo de pronunciada dorméncia, que tem sido associada & imaturidade e ou baixo
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potencial de crescimento do embrido, incapaz de superar as restricbes mecéanicas
proporcionadas pelos envoltérios (Orozco-Segovia et al. 2003; Baskin e Baskin 2004;
Carvalho et al. 2015).

A elucidacdo dos mecanismos de superacdo da dorméncia em Arecaceae é
dificultada pela germinacdo erratica dentro das populacdes de sementes (Bicalho et al.
2015), possivelmente devido a sua heterogeneidade estrutural e fisioldgica, de forma que os
eventos que levam a conclusdo da germinacdo ocorrem em poucos individuos em
determinado periodo. Estudo recente realizado com sementes de palmeiras do bioma
Cerrado constatou que a dorméncia é modulada por variages na anatomia do opérculo
(Carvalho et al. 2015), estrutura normalmente conica, constituida pelo tegumento opercular
e endosperma micropilar (Fig. 1) que restringe o crescimento do embrido (Ribeiro et al.
2011, 2013, 2015; Oliveira et al. 2013; Neves et al. 2013). Por outro lado, estudos sobre o
controle do crescimento embrionario, outro componente do balango de forgas que define a
germinacdo, séo incipientes (Ribeiro et al. 2015; Norsazwan et al. 2016), o que tem
dificultado a classificacdo da dorméncia na familia (Baskin e Baskin 2014).

Em sementes de palmeiras, o endosperma micropilar possui células vivas, com
paredes espessas e ricas em mananos (Gong et al. 2005; Buckeridge 2010), o que levanta a
hipotese de que o enfraquecimento dessa estrutura possa contribuir para que ocorra 0
deslocamento do opérculo, baseado em modelos consolidados para sementes de diversas
espécies de monocotileddneas (Bewley et al. 2013). Nesse caso, giberelinas poderiam atuar
na inducdo de hidrolases que promoveriam o enfraquecimento das paredes celulares (Finch-
Savage e Leubner-Metzger 2006). Entretanto, em estudo realizado com sementes da
palmeira Phoenix dactylifera constatou-se que ndo ha efetiva participacdo de endo-B-
mananase (uma das principais hidrolases ativas em sementes) no deslocamento do
opérculo, processo este favorecido pela existéncia de uma linha de fraqueza no endosperma
micropilar (Gong et al. 2005). Embora a linha de fraqueza tenha sido identificada no
endosperma micropilar de outras espécies de palmeiras (Neves et al. 2013; Carvalho et al.
2015; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015), ainda sdo escassos 0s estudos aprofundados sobre
a estrutura do opérculo e sobre a dindmica de processos que possam alterar a resisténcia

deste tecido e influenciar a germinacgéo (Carvalho et al. 2015; Ribeiro et al. 2015).
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Homogalacturanos (HGAS) sdo as pectinas mais abundantes da parede primaria e
estdo envolvidas com vérias propriedades da célula, tais como rigidez, flexibilidade,
porosidade e separacdo (Willats et al. 2001; Carneiro et al. 2015; Scheler et al. 2015).
Recentemente, a imunocitoquimica tem sido utilizada para identificacdo de pectinas e de
alteracbes em sua constituicdo na parede celular de sementes, o que tem contribuido para
elucidar a funcionalidade da parede durante a germinacdo (Muller et al. 2013; Scheler et al.
2015; Steinbrecher e Leubner-Metzger 2017). No entanto, ndo ha trabalhos que
identifiqguem essas substancias no opérculo de sementes de palmeiras, 0 que podera
adicionar informacdes relevantes para a compreensdao sobre o controle da germinagdo em
Arecaceae.

No Brasil, embora a maior parte das espécies de palmeiras esteja distribuida nos
dominios da Amazénia e Mata Atlantica, o ambiente de clima sazonal do Cerrado abriga
mais de 50 espécies, muitas delas com elevado potencial econdmico e caracteristicas
adaptativas interessantes (Henderson 2006; Lorenzi et al. 2010). Acrocomia aculeata Lodd.
ex Mart., conhecida como macauba, possui ampla distribuicdo no Brasil, sendo os maiores
macicos encontrados em areas antropizadas, o que denota sua alta capacidade adaptativa
(Motta et al. 2002; Lorenzi et al. 2010). A espécie apresenta notavel importancia
agroindustrial, pois se destaca como uma das maiores produtoras de 6leo de qualidade,
armazenado no mesocarpo e na semente (Hiane et al. 2005; Pires et al. 2013; Mazzottini-
dos-Santos et al. 2015). Attalea vitrivir Zona, o babacu, ocorre especialmente em areas
antes ocupadas por matas de galeria, 0 que caracteriza sua maior exigéncia com relacdo a
umidade (Anderson e Balick 1988; Lorenzi et al. 2010). Além de oferecer diversos
produtos de subsisténcia para populagdes tradicionais, a espécie possui elevado potencial
para geracao de agroenergia, pois 0 endocarpo volumoso e pétreo constitui matéria prima
para producdo de carvdo vegetal e o 6leo armazenado em grande quantidade nas sementes
pode ser utilizado para producédo de biodiesel (Costa e Marchi 2008; Lorenzi et al. 2010;
Rubio-Neto et al. 2012). Butia capitata (Mart.) Becc., o coquinho-azedo, ocorre
principalmente em &reas arenosas, 0 que a caracteriza como espécie tolerante ao déficit
hidrico; é uma planta exuberante e empregada no paisagismo, e os frutos sdo amplamente
utilizados no setor alimenticio, para a producdo de sucos e sorvetes (Faria et al. 2008;
Tonietto et al. 2009; Lorenzi et al. 2010).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos estruturais e fisiolégicos em sementes
de A. aculeata, A. vitrivir e B. capitata durante o processo germinativo. Objetivou-se: (i)
avaliar os efeitos da embebicéo, do tempo de cultivo e da aplicacdo exdgena de GAs sobre
0 crescimento do embrido e a estrutura do opérculo, e (ii) caracterizar anatomicamente o
processo de deslocamento do opérculo. A partir dos dados obtidos, discutiu-se como
particularidades no balanco de forcas na regido micropilar sdo determinantes para a

diversidade de niveis de dorméncia nas sementes das espécies estudadas.

Material e métodos

Material boténico e procedimentos preliminares

Frutos maduros, recém-dispersos, de A. aculeata, A. vitrivir e B. capitata foram coletados
de plantas nativas do bioma Cerrado, localizado na regido Norte de Minas Gerais, Brasil.
Os frutos de A. aculeata foram coletados no municipio de Montes Claros (16°42'34"S;
43°52'48"W) e armazenados em caixas abertas, em temperatura ambiente, por 3 a 4 meses,
de modo a permitir a extracdo de sementes intactas. As sementes foram extraidas do pirénio
utilizando-se torno de bancada. Os frutos de A. vitrivir foram coletados na Area de
Preservacdo Ambiental do Rio Pandeiros, localizada no municipio de Januéria (15°26'10"S;
44°40'44"W), e as sementes foram extraidas do pirénio com auxilio de machado. Os frutos
de B. capitata foram coletados no municipio de Sdo Jodo da Lagoa (16°43'43.9"S;
44°10'03.5"W) e despolpados em liquidificador de baixa rotacdo. As sementes envolvidas
pelo pirénio pétreo foram armazenadas em condi¢cBes ambientais durante 15 dias, sendo
entdo as sementes extraidas do pirénio utilizando-se martelo. A viabilidade dos lotes de
sementes das trés espécies foi avaliada a partir de cultivo de embriGes, em meio de cultura
MS (Murashing e Skoog 1962) com 75% da concentracdo original, em cinco repeti¢des de
dez embrides. As sementes foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio 6%,
durante 15 minutos, enxaguadas trés vezes em agua destilada e armazenadas em condigdes

ambientais, até a montagem dos experimentos.

Efeito dos componentes do opérculo sobre a germinagéo
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Para cada espécie, sementes intactas foram desinfestadas novamente, conforme descrito
anteriormente, e submersas em agua destilada durante cinco dias. Cinco repeti¢des de 20
sementes foram submetidas a trés tratamentos: controle (sementes intactas), remocédo do
tegumento opercular (Ribeiro et al. 2011) e remocdo completa do opérculo (Neves et al.
2013). As sementes foram dispostas em recipientes de polietileno com tampa, contendo
vermiculita esterilizada e umedecida com &gua destilada (80% da capacidade de campo). O
material foi mantido em camara de germinacdo (Nova Etica, BOD 411/FPD, Brasil), a
30°C. A germinacdo foi avaliada semanalmente, durante 21 dias, sendo considerado o
alongamento de cerca de 2mm do peciolo cotiledonar como indicativo da conclusdo da
germinagdo (Ribeiro et al. 2011, 2015). Os dados foram submetidos a analise de variancia e

as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Efeito do GA; sobre e germinagdo e o comprimento do embriéo

Sementes foram submetidas a imersdo em solucdes de GA3 nas concentracdes de 1000,
1000 e 2000 mg L™, respectivamente, para A. vitrivir (Neves et al. 2013), B. capitata (Dias
et al. 2013) e A. aculeata (Ribeiro et al. 2011). As aplicacGes de GA3 foram repetidas apos
7, 15 e 30 dias de cultivo. O cultivo e a avaliagdo da germinacdo foram realizados conforme
descrito acima, porém pelo periodo de 60 dias.

O comprimento de cinco repeticdes de 10 embrides foi avaliado em sementes secas,
sementes submetidas a imersdo em agua destilada por sete dias e sementes submetidas ou
ndo a aplicacdo de GA; e cultivadas por 15, 30 e 60 dias. Devido ao elevado percentual de

germinacao, a avaliacdo de sementes de A. vitrivir aos 60 dias ndo foi realizada.

Efeito da embebicdo, do tegumento opercular e do GA3 sobre a resisténcia do opérculo

Em sementes secas e em sementes embebidas por cinco dias, foram usadas sementes
intactas e sementes nas quais o tegumento opercular foi removido, para mensurar a forca
necessaria para o deslocamento do opérculo. A avaliagdo foi realizada também em
sementes submetidas aos tratamentos com GAgs, descritos anteriormente. As sementes

foram seccionadas paralelamente ao opérculo e o peciolo cotiledonar foi removido com
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auxilio de agulha. A forca necessaria para o deslocamento do opérculo foi mensurada
utilizando-se um dinamometro digital (Impac, IP-90DI, Brasil), acoplado a sondas com
diametro correspondente ao do peciolo cotiledonar dos embrides de cada espécie. A sonda
foi inserida pelo interior da semente, pela parte seccionada, e foi empurrada até que o
opérculo fosse removido. Foram avaliadas quatro repeticGes de 10 sementes, exceto para B.
capitata, para a qual foram utilizadas quatro repeti¢cfes de 25 (obtencdo de quantidade
suficiente para realizar avaliacdo da atividade enzimatica posteriormente). Devido ao
elevado indice de germinacdo de sementes de A. vitrivir, foram desconsiderados os tempos
30 e 60 dias no caso das sementes submetidas ao cultivo. Os dados foram submetidos a

analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
Atividade de endo-p-mananase

Amostras de opérculos e peciolos cotiledonares oriundas de sementes submetidas a
tratamentos similares aos descritos para o experimento com aplicacdo de GA; foram
armazenadas a -20°C e utilizadas para avaliar a atividade de endo-B-mananase, conforme
protocolo estabelecido por Pinho et al. (2014). Amostras de 5mg foram maceradas em
cadinho, utilizando nitrogénio liquido, e homogeneizadas em tampdo acetato de sodio
1molL™. O material foi centrifugado, durante 45 minutos, a 16000 g e 4°C. O sobrenadante
foi retirado, adicionado a solucdo de galactomanano Locust Bean Gum (Sigma, USA) e
mantido em banho-maria a 40°C, por 3 horas. Os acUcares redutores formados foram
submetidos a reacdo com solucdo de hidrazida &cida p-hidroxibenzoico (Sigma, USA), sob
fervura a 95°C, durante cinco minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Agilent Cary, 60 UV/Visible, Australia), com absorbancia de 398 nm. Os resultados foram
comparados com a curva padrdo obtida a partir de reacdes com concentracdes crescentes de
galactomanano na presenca de endo-B-mananase (Megazyme, Ireland). Os valores foram
convertidos em pmol de acticares redutores min™g™ de massa fresca e submetidos & anélise

de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Anatomia e histoquimica

Amostras de opérculo e peciolo cotiledonar de sementes secas, sementes cultivadas por 30
dias e de sementes recém-germinadas foram submetidas a avaliacdo anatbmica e
histoquimica. Os materiais foram fixados em solucdo de Karnovsky (Karnovsky 1965),
desidratados em série etanoOlica e incluidos em (2-hidroxietil)-metacrilato (Leica
Microsystems, Heidelberg, Germany), de acordo com Paiva et al. (2011). Secc¢des
transversais (7-10 um de espessura) foram obtidas usando micrétomo rotativo (Atago,
Tokio, Japéo). As seccbes foram coradas com azul de toluidina 0,05% em tampdo acetato
pH 4,7 (O’Brien et al.1964, modificado) e as ldminas foram montadas com resina acrilica
(Itacril, Itaquaquecetuba, Brasil). Para as avalia¢cdes histoquimicas, foram realizados testes
com vermelho de ruténio (Chamberlain 1932) para pectinas; solucdo &cido periddico e
reagente de Schiff (PAS) (Feder e O’Brien 1968), para polissacarideos; e Xylidine-Ponceau
(Vidal 1970), para proteinas. O registro fotografico foi obtido com fotomicroscépio (Zeiss

AXxio Vision LE, Oberkochen, Germany).

Imunocitoquimica em paredes celulares do endosperma micropilar

Trés opérculos de A. aculeata, A. vitirivir e B. capitata, obtidos de sementes secas e de
sementes apos 30 dias de cultivo foram fixados em solucdo de Karnovsky (Karnovsky
1965) e seguiu-se procedimento semelhante ao descrito para a avaliacdo anatdmica. As
laminas contendo os cortes foram imersas em solucdo bloqueadora com 3% (w/v) de leite
em po diluido em solucdo salina de tampdo fosfato (PBS) por 30 min. Posteriormente, 0s
cortes foram incubados com anticorpos monoclonais JIM5, JIM7 e LM19 (Center for Plant
Sciences, University of Leeds, UK) diluidos em solucdo PBS, por 2 horas, em temperatura
ambiente. Esses anticorpos sdo usados, respectivamente, para identificacdo de epitopos de
ligacdo de HGAs de baixa metilesterificacdo (Knox et al. 1990; Willats et al. 2001) HGAs
de média metilesterificacdo (Knox et al. 1990; Willats et al. 2001) e HGAs néo
esterificados (Verhertbruggen et al. 2009). Os cortes foram lavados com solugdo PBS e
incubados em anticorpos secundario anti-rat 1gG - FITC (Sigma, St. Louis, MO, USA)

diluido in PBS por 2 horas, no escuro e em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados
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novamente com PBS e laminas temporarias foram montadas em glicerina 50%. As imagens
foram obtidas em microscopio confocal (Zeiss, 510 META), com excitacdo de 488nm e
filtros de 505-530nm (Carneiro et al. 2015).

Resultados

Efeito do opérculo, do GA3e da atividade de endo-p-mananase sobre a germinacao

A germinabilidade indicou nivel de dorméncia crescente, quando sdo analisadas sementes
intactas de A. vitrivir,B. capitata e A. aculeata, nessa ordem (Fig. 3a—). A remocdo do
opérculo promoveu a superacdo da dorméncia na maioria das sementes das trés espécies,
sendo o tegumento opercular mais importante no controle da germinacdo em A. aculeata
(Fig. 3c) e A. vitrivir (Fig. 3a). A aplicacdo de GAj3; promoveu incremento na
germinabilidade em sementes de A. vitrivir e A. aculeata (Fig. 3d, f), porém com menor
efeito que a remocdo do opérculo. A aplicacdo de GA3; em sementes de B. capitata ndo
mostrou efeito significativo (Fig. 3e).

O embrido de A. vitrivir é, respectivamente, 2,8 e 2,4 vezes maior que o de B.
capitata e A. aculeata (Fig. 4). A avaliacdo das distribui¢cdes de frequéncia mostrou que,
embora a embebicdo ndo tenha afetado a média dos comprimentos, ela levou ao
alongamento de uma pequena propor¢cdo dos embrifes nas trés espécies, promovendo 0
surgimento de uma classe de comprimento ndo observada na avaliacdo de sementes secas.
As médias dos comprimentos dos embrifes do tratamento controle, assim como daqueles
oriundos das sementes tratadas com GAgs, ao longo do tempo de cultivo, ndo diferiram em
relacdo a condicdo inicial e a embebicdo em A. vitrivir (Fig. 4a—d) e B. capitata (Fig. 4e—i).
Em A. aculeata, ocorreram aumentos dos comprimentos médios dos embrides, em relacédo a
condicdo inicial e a embebicdo, a partir dos 15 dias de cultivo, no caso das sementes
tratadas com GAg, e a partir dos 30 dias, no tratamento controle (Fig. 4j—n). Em A. aculeata
(Fig. 4k-—n) o aumento da média do comprimento dos embrides esteve associado ao
aparecimento de classes adicionais de embriGes com maiores comprimentos, em relacdo a

condicdo inicial e a embebicéo, especialmente em decorréncia da aplicacdo de GAs;.
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A resisténcia do opérculo ao deslocamento, nas sementes secas de A. aculeata foi,
respectivamente, 1,7 e 2,7 vezes maior que em A. vitrivir e B. capitata (Fig. 5a—c). A
embebicdo reduziu a resisténcia do operculo nas trés espécies. O tegumento opercular
representou 67,4% e 455% da forca necessaria ao deslocamento do opérculo,
respectivamente, em sementes secas e embebidas de A. vitrivir, sendo esses valores iguais a
49,4% e 19,4% para B. capitata e 36% e 63% para A. aculeata. Para A. aculeata, a
associacdo da embebicdo e remocao do tegumento opercular proporcionou maior efeito em
relacdo as outras espécies. O tempo de cultivo e a aplicacdo de GA3; ndo afetaram a
resisténcia do opérculo nas sementes das trés espécies (Fig. 6a—c).

Em sementes de B. capitata e A. aculeata, os niveis de atividade de endo--
mananase no opérculo e no peciolo cotiledonar foram baixos e ndo foram influenciados
pela embebicdo, tempo de cultivo ou aplicacdo de GAs (Fig. 7a, b). Em A. aculeata, a

atividade da enzima foi maior no opérculo em relacéo ao peciolo cotiledonar (Fig. 7b).

Estrutura, histoquimica e imunocitoquimica do opérculo durante a germinagéo

Nas trés espécies, entre o endosperma micropilar e o endosperma lateral, hd uma zona
distinta (regido de fraqueza), com células menores e parede celular de composicdo péctica,
além de algumas células vacuoladas sem contetdo de reserva, e células mortas colapsadas
(Fig. 8a—c). O endosperma micropilar possui abundante reserva proteica, armazenada em
corpos proteicos (Fig. 8d-f). A partir da embebicdo e durante o plantio das sementes, as
proteinas de reserva, particularmente na regido de fraqueza, foram mobilizadas, resultando
em células com vacuolos de tamanhos variados e com residuos de proteina (Fig. 8g-i). A
conclusdo da germinacdo foi evidenciada pelo deslocamento parcial do opérculo, que
inicialmente ocorreu em regiGes especificas (Fig. 9a). Esse processo esta associado a
separacdo das células da regido de fraqueza do endosperma micropilar pela ruptura da
lamela mediana, com manutencgéo da integridade das paredes celulares (Fig. 9b, c). Em A.
vitrivir e B. capitata (Fig. 9d, e), as células do endosperma, na regido de fraqueza,
apresentam paredes pécticas mais espessas que as de A. aculeata (Fig. 9f).

Durante o cultivo, ocorrem alteracdes nas paredes celulares na regidode fraqueza,

registradas pelas diferentes composi¢des pécticas observadas. Os resultados das avaliagdes
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imunocitoquimicas estdo representados na Tabela 1. HGAs de baixa metilesterificacao,
identificados pelo JIM5, sdo evidenciados apenas no opérculo de sementes secas de A.
vitrivir e B. capitata (Fig. 10a—c); ap6s 30 dias de cultivo, estas pectinas séo registradas
apenas em A. vitrivir e A. aculeata (Fig. 10d-f). HGAs de média metilesterificacao,
identificados pelo JIM7, séo evidenciados no opérculo de sementes secas das trés espécies
(Fig. 10g—i), porém sdo mais destacados em A. vitrivir (Fig. 10g), na qual a rea¢do ndo
ocorre apos 30 dias de cultivo (Fig. 10j); para B. capitata (Fig. 10h, k) e A. aculeata (Fig.
10i, 1) ndo ha alteracéo na reacdo entre sementes secas e apds cultivo de 30 dias. HGAS nao
esterificadas, identificadas pelo LM19, sdo registradas no opérculo de sementes secas das
trés espécies (Fig. 10m-0), nas quais a reacdo apresenta sutil reducdo apds 30 dias de

cultivo (Fig. 10p-r).

Discussao

Acrocomia aculeata, Attalea vitrivir e Butia capitata formam sementes com diferentes
niveis de dorméncia. Enquanto as sementes de A. vitrivir germinam com relativa facilidade
(Neves et al. 2013), a germinacdo em A. aculeata (Ribeiro et al. 2011; Bicalho et al. 2015)
e B. capitata (Oliveira et al. 2013; Dias et al. 2017) é lenta e irregular, podendo demandar

anos para ocorrer sob condi¢6es naturais.;

Crescimento do embrido

Nas espécies estudadas, em sementes que ndo concluiram a germinacdo, o crescimento
inicial do embrido ocorre de modo variavel, estando diretamente associado a germinacao
em A. vitrivir e, parcialmente, em A. aculeata. A embebicdo, o tempo de cultivo e a
aplicacdo de GA; nédo afetaram o comprimento dos embrides no interior das sementes néo
germinadas de A. vitrivir e B. capitata. Como praticamente todas as sementes de A. vitrivir
tratadas com GA;z; germinaram em até 60 dias, pode-se concluir que, nesta espécie, o
crescimento do embrido promoveu, diretamente, o deslocamento do opérculo. Em sementes
de A. aculeata, observou-se discreto crescimento do embrido no interior das sementes néo

germinadas (acréscimo de 11% na média do comprimento dos embrides). A aplicacdo de
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GA3; promoveu a germinacdo em mais de 60% das sementes, mas ndo proporcionou
diferengas no comprimento dos embrides no interior das sementes, em relagdo ao
tratamento controle (20% de germinacdo) ao longo do cultivo. Desta forma, também nessa
espécie, a maior parte do crescimento do embrido foi associada a germinacdo. Em B.
capitata, no entanto, ndo foi observado crescimento embrionario no interior das sementes, o
que pode ser relacionado ao baixo percentual de germinacdo observado e a auséncia do
efeito da aplicacdo do GAs

O maior tamanho do embrido de A. vitrivir € considerado um fator que contribui
para o menor nivel de dorméncia, em relacdo as demais espécies estudadas aqui, sendo que
a variacdo no tamanho do embrido numa populagédo, provavelmente, modula a dorméncia
em sementes de palmeiras, dados que corroboram o descrito por Carvalho et al. (2015) e
Dias et al. (2017). O crescimento dos embrides no interior de sementes ndo germinadas de
A. aculeata e, em casos isolados, identificados pela distribuicdo de frequéncia em B.
capitata, poderia ser interpretado como evidéncia de dorméncia morfofisioldgica, como
definida por Baskin e Baskin (2014). Neste caso, conforme identificado para as palmeiras
Pritchardia remota (Pérez et al. 2008) e Elaeis guineenses (Murugesan et al. 2015), os
embries pequenos necessitam de um periodo de crescimento no interior da semente,
anterior a conclusdo da germinacdo, até adquirirem forca suficiente para promoverem o
deslocamento do opérculo. Embora esta possibilidade possa ser importante em diasporos
em bancos de sementes e no longo prazo, aspecto que ainda carece de comprovacao,
acredita-se que este crescimento, moderado e relativamente rapido, observado no presente
trabalho, esta relacionado a propensdo natural ao crescimento inerente aos embriGes,
comprovada pela alta germinabilidade das sementes nas quais os opérculos foram retirados
e também quando os embrides isolados sdo cultivados in vitro (Ribeiro et al. 2011, 2012,
Magalhées et al. 2012; Carvalho et al. 2015). Nas sementes dormentes, este crescimento
inicial é bloqueado pelo opérculo, como demonstrado neste trabalho, resultados estes que
séo condizentes com o descrito para A. aculeata por Ribeiro et al. (2013), que sugerem néo
existir inibicdo quimica por parte do tegumento opercular ou do endosperma micropilar,
apenas inibicdo fisica. Contudo, a aplicacdo de giberelinas pode induzir o crescimento de
embrides que ndo estdo restritos mecanicamente (Ribeiro et al. 2013), uma vez que esses

horménios estdo envolvidos com a expansdo celular, podendo, também, promover a
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mobilizacdo de reservas ou enfraquecimento de estruturas do envoltorio seminal
(Buckeridge 2010; Nonogaki et al. 2010; Bewley et al. 2013). Desse modo, sugere-se aqui
que o efeito do crescimento dos embrides soma-se ao efeito de alteragdes ocorrentes nas
paredes das células da regido de fraqueza, o que reduz a restricdo mecanica, fato que ocorre
de forma isolada, em alguns individuos, no banco de sementes. E importante destacar
também que, em alguns estudos, a germinacdo tem sido relacionadaao papel ativo do
endosperma micropilar, o qual é capaz de captar sinais ambientais ou hormonais e ativar
eventos bioquimicos, tal como o crescimento embrionario (Lee et al. 2010; Yan et al.
2014).

Resisténcia do opérculo

A ordenacdo do nivel de dorméncia esteve relacionada ao grau de resisténcia do opérculo
ao deslocamento nas sementes das espécies estudadas. O tegumento opercular e a
remodelagem péctica da parede celular na regidode fraqueza do endosperma micropilar
estdo envolvidos no controle da germinacdo. Os dados aqui apresentados indicam que,
embora a embebicdo proporcione reducdo significativa da forgca requerida para o
deslocamento do opérculo, o tegumento opercular é a estrutura que, de forma determinante,
restringe a germinacédo de A. vitrivir e B. capitata. Em A. aculeata, contudo, o endosperma
micropilar desempenha papel mais importante, o que pode estar relacionado a sua maior
espessura em relacdo as outras espécies aqui estudadas, comotambém observado por
Carvalho et al. (2015). Em espécies de diferentes familias, o endosperma micropilar tem
sido considerado a maior barreira fisica para a conclusdo da germinacdo, especialmente
pela presenca de células com paredes espessas e ricas em mananos (Buckeridge 2010;
Nonogakiet al. 2010; Steinbrecher e Leubner-Metzger 2016).

Embora as alteracOes especificas que promovem o enfraquecimento dos envoltorios
embrionarios sejam pouco compreendidas em sementes de palmeiras, acredita-se que a
efetivacdo da germinacdo envolva a acdo de vérias enzimas, como ja registrado em
sementes de algumas leguminosas, café e tomate (Nonogakiet al. 2010; Scheler et al. 2015),
muitas das quais sdo induzidas ou sintetizadas a partir da acdo de giberelinas (Bewley et al.
2013). E interessante notar que, apesar da quantidade de mananos nas paredes celulares do
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endosperma de A. aculeata e B. capitata, ndo foi observada aqui a evolugéo da atividade de
endo-p-mananase, principal enzima envolvida na hidrolise dos mananos. Resultado similar
foi diagnosticado em sementes de P. dactylifera, nas quais a atividade dessa enzima nao
influencia, positivamente, o deslocamento do opérculo, sendo este evento relacionado as
caracteristicas estruturais do endosperma micropilar, que apresenta uma regido de
fragilidade conspicua (Gong et al. 2005). A baixa atividade de endo-B-mananase no
endosperma micropilar dessas espécies, durante a germinacao, reforca a proposicao de que
alteracbes de outros componentes da parede celular estejam envolvidas no processo de
enfraquecimento e deslocamento do opérculo. A regidode fraqueza foi identificada no
opérculo de A. aculeata, A. vitrivir e B. capitata, reconhecendo-se células com parede mais
pécticas em relacdo as do endosperma micropilar e lateral, como também observado por
Neves et al. (2013), Oliveira et al. (2013), Carvalho et al. (2015) e Mazzottini-dos-Santos et
al. (2015). Contudo, até 0 momento, permaneciam desconhecidas as alteragdes estruturais e
ou fisiol6gicas ocorridas no opérculo dessas espécies, que elucidem como ocorre 0 seu
deslocamento. A partir de andlises histoquimicas e imunocitoquimicas, aqui realizadas,
identificaram-se diferentes padrbes de deposicdo de pectina nas paredes de células no
opérculo durante o cultivo das sementes. Em A. aculeata, notadamente, as paredes pécticas
das células da regidode fraqueza, sdo mais delgadas em relacdo a A. vitrivir e B. capitata,
enquanto as células do endosperma micropilar e lateral sdo mais espessas e ricas em
mananos.

Em A. aculeata, A. vitrivir e B. capitata, o deslocamento do opérculo é decorrente
da separacdo celular, o que ocorre, inicialmente, em regibes especificas do opérculo. As
alteracdes de HGAs, associadas a mobilizacdo de proteinas no endosperma micropilar,
indicam que, em A. vitrivir e B. capitata, ocorre remodelagem da parede, possivelmente por
acao de pectinases, promovendo a reducdo da adesdo celular em menor espaco de tempo,
enquanto que em A. aculeata, as alteracGes na parede requerem maior tempo. A reducao da
metilesterificacdo, possivelmente promovida por pectina-metilesterases (PMEs), altera
significativamente o grau de adesdo entre as células (Wolf et al. 2009). O endosperma
micropilar pode desempenhar importante funcéo reguladora da germinacdo, atuando sobre
o afrouxamento da parede celular, que pode ser induzida por alteracbes ambientais ou
hormonais (Lee et al. 2010; Dekkers et al. 2013; Yan et al. 2014; Steinbrecher e Leubner-
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Metzger 2016). As modificacbes nas paredes celulares do endosperma micropilar séo
consideradas estratégias para regular a germinagdo, processo no qual enzimas com fungédo
remodeladora sdo importantes (Yan et al. 2014; Steinbrecher e Leubner-Metzger 2016).
Nossos dados indicam que, em A. vitrivir, a germinacdo ocorre mais rapidamente,
influenciada pela notavel reducdo de HGA de média metilesterificacdo, identificada pelo
anticorpo JIM7; em B. capitata, a germinacdo é intermediaria, associada a reducédo de HGA
de baixa metilesterificacdo, identificado pelo JIM5. Os resultados obtidos indicam que a
remodelagem da parede ocorre por meio de enzimas, possivelmente PMEs, que podem ser
sintetizadas ou ativadas ap6s 30 dias de cultivo, podendo estar relacionadasa mobilizagéo
de proteinas dos corpos proteicos, que, segundo Mazzottini-dos-Santos et al. (2017), séo
organelas que apresentam importante funcdo de reserva enzimatica no endosperma de A.
aculeata. Segundo Scheleret al. (2015), a presenca de HGASs ndo esterificadas, identificadas
nas trés espécies, pelo LM19, indica que as PMEs estdo amplamente ativas e que sdo
reguladas pelo nivel de acido abscisico (ABA). O ABA, presente no opérculo de A.
aculeata, segundo relatado por Ribeiro et al. (2015), é inibidor da acdo de enzimas
relacionadas ao afrouxamento da parede celular, e o catabolismo desse horménio inicia-se
com a embebicdo (Bewley et al. 2013; Ribeiro et al. 2015). Recentes trabalhos tém
identificado acdo de PMEs sobre a remodelagem da parede durante a germinagdo em
algumas espécies, nas quais o padrdo de metilesterificacdo é considerado fator critico, que
influencia varias caracteristicas bioquimicas e fisiologicas da parede (Mdller et al. 2013;
Scheler et al. 2015). O tegumento opercular de A. aculeata, A. vitrivire B. capitata é
constituido por células mortas e ricas em compostos fendlicos (Carvalho et al. 2015). Dessa
forma, a separacdo das células do tegumento opercular pode ser influenciada por acdo de
enzimas, que, segundo Scheleret al. (2015), podem ser secretadas pelo endosperma
micropilar, promovendo o enfraquecimento da parede celular do tegumento. Para as
especies estudadas aqui, especialmente A. aculeata, a possivel acdo de enzimas no
enfraquecimento do tegumento opercular, além da influéncia dos abundantes compostos
fendlicos ali armazenados, como descrito por Carvalho et al. (2015), sobre a germinacao,

constituem instigantes temas para investigacao.
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Conclusodes

O nivel de dorméncia foi crescente entre as sementes de A. vitrivir, B. capitata e A.
aculeata, o que esteve relacionado ao grau de resisténcia do opérculo ao deslocamento. A
remocdo mecénica do opérculo promoveu a superagcdo da dorméncia na maioria das
sementes das trés espécies, enquanto que a remocao do tegumento opercular e a aplicacéo
de GA; foram efetivas em A. vitrivir e A. aculeata. Nas sementes de A. vitrivir e A,
aculeata, o crescimento do embrido esteve diretamente associado ao deslocamento do
opérculo, cuja resisténcia, nas trés espécies, diminuiu com a embebicdo, ndo foi
influenciada pelo GA; e ndo esteve relacionada a atividade de endo-p-mananase. O
deslocamento do opérculo ocorreu com a separacdo das células na linha de fraqueza do
endosperma micropilar. Embora o efeito mecanico do crescimento do embrido seja
determinante, o perfil péctico da lamela mediana das células da linha de fraqueza do
endosperma micropilar e sua remodelagem, os quais diferiram entre as espécies estudadas,
podem ser considerados importantes componentes no controle da germinacdo em sementes

de palmeiras.
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Figuras

Fig. 1 Diagrama da semente de Acrocomia aculeata, com ampliacdo da regido micropilar, a
direita, onde esta destacado o embrido linear (em cinza), envolvido pelo endosperma e
subjacente ao opérculo, o qual é constituido pelo tegumento opercular e endosperma
micropilar. em embrido, en endosperma, eo endosperma micropilar, ha haustorio, op
opérculo, pc peciolo cotiledonar, to tegumento opercular

Fig. 2 Esquema do método aplicado para a mensuracdo da forca necessaria para o
deslocamento do opérculo. (a) A semente é seccionada paralelamente ao opérculo (linha
tracejada), separando o peciolo do haustério. (b) O peciolo é removido do fragmento que
contém o opérculo (seta). (c) Uma sonda (marrom), com diametro semelhante ao do
peciolo, acoplada ao dinamdmetro (azul), é introduzida na cavidade onde o peciolo se
localizava. (d) A sonda é empurrada até que a resisténcia do opérculo seja superada,
removendo-o, procedendo-se a leitura do dinamdmetro. en endosperma, ha haustério, op
opérculo, pc peciolo cotiledonar
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Fig. 3 Percentuais de germinacdo de sementes de Attalea vitrivir, Butia capitata e
Acrocomia aculeata. (a—c) Percentual de germinacdo em sementes com e sem opérculo e
sem tegumento opercular. (d—f) Percentual de germinacdo em sementes sem e com
aplicacdo de GAs. Letras iguais indicam auséncia de diferenca entre os tratamentos em cada
tempo de avaliacdo, pelo teste de Tukey (p<0,05). As barras longitudinais indicam o erro
padrdo da média.

33



Attalea vitrivir Bitia capitata Acrocomia aculeata

40 : 70 - . : 50 : 0
Eos . 60 | : ([O347 m _ ;0405 3
30 | : 50 5 5 : S
g i g . 30 T
20 | 5 ] o .
: 30 : : 20 @
10 - : 20 1 : : 0
: 10 | : : 10 o °
0 L@ Bla L & @ ,la QW
40 - 50 - - 50 _ : g
Cos 7R : M3z 0405 @
20 40 40 H é_
: 30 : : 30
20 - : : |
: 20 o 20 2o =
10 : HL=AL S o
3% 10 1 : H 3%5 10 15%: 8—
ol a & m® o L 8 S | R L wB
40 | : 60 : : Lo -y
= Eos : 50 50 Y B LR
<30 {04 40 40 ] PR
o - )
g 20 30 30 o g
5 [

g 10 20 20 e 2
e 10 10 I 0/@3% | E
0 : 0 0 o i %
0 1w 60 50 Poimmass e
401 : 20 : : . ;o M4 @
30 1 40 30 T $
20 s 30 P 20 - g
: 20 Ssia Fo e i
oL——H 0 0 gt o) : ; h g 4 IE (m)5
& & 5 : [o)]
g 2 g 3 g g 3 80 : 163 60 S P g
SN . : o S0 : M5t b
g3 — 1 1 + (=X
— 40 E [1]
30 : §
O Sem GAz 0 . :
B Com GA3 10 Ms%anan B
0 (I (n) g

@ o+ o - 3 N @ o <+ 0w

N W0 O O M~ (2 TN o0 T - N T I < 0 L 0]

o d~ oy dhd o o A+ o -

[o BN o N A0 BN N Eo B (o I o I o0 N o0 R~ S U0 MR 0 I (n ]

Comprimento do embrio {(mm)

Fig. 4 Distribuicdo de frequéncia do comprimento dos embrides de Attalea vitrivir, Butia
capitata e Acrocomia aculeata em sete intervalos, em sementes submetidas ou ndo a
aplicacdo de GAs;. Na lateral esquerda estdo dispostos os periodos de avaliacéo
correspondentes a cada linha: (a, e, j) Sementes secas. (b, f, k) Sementes embebidas. (c, g,
I) Sementes apds 15 dias de cultivo. (d, h, m) Sementes apo6s 30 dias de cultivo. (i, n)
Sementes apds 60 dias de cultivo. Linhas longitudinais pontilhadas delimitam as avaliacGes
I (intervalos ocorrentes em sementes secas), Il (intervalos correspondentes ao efeito da
embebicdo sobre o crescimento embrionario) e Ill (intervalos correspondentes ao
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crescimento embrionario ap6s embebicdo). Os valores junto aos retangulos correspondem
as meédias e (**) indicam diferenca significativa em relacdo a condicdo inicial e a

embebicdo, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Wl Scementes secas
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Fig. 5 Forca necessaria para o deslocamento do opérculo em sementes secas, submetidas a
embebicdo e a retirada do tegumento opercular de Attalea vitrivir (a), Butia capitata (b) e
Acrocomia aculeata (c). Letras iguais indicam auséncia de diferenca entre os tratamentos,
pelo teste de Tukey (p<0,05). As barras longitudinais indicam o erro padrdo da média

(algumas barras néo séo visiveis, dadas sua pequena dimensao).
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Fig. 6 Forca necessaria para o deslocamento do opérculo em sementes secas, embebidas e
cultivadas durante 7, 15 e 30 dias, ap6s serem submetidas ou ndo a aplicacdo de GAs, de
Attalea vitrivir (a), Butia capitata (b) e Acrocomia aculeata (c). Os asteriscos indicam
diferenca significativa da condig&o inicial em relacdo aos demais tratamentos, pelo teste de
Tukey (p<0,05). As barras longitudinais, que indicam o erro padrdo da média, ndo séo

visiveis, dadas a sua pequena dimensao.
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Fig. 7 Atividade de endo-p-mananase no peciolo e no opérculo em sementes de Butia
capitata (a) e Acrocomia aculeata (b). Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre estruturas seminais pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras longitudinais indicam o
erro padrdo da média.
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Fig. 8 Secgdes longitudinais da regido micropilar de sementes de Attalea vitrivir (a, d, g),
Butia capitata (b, e, h) e Acrocomia aculeata (c, f, i) (Arecaceae). (a—c) Opérculos
indicando a zona de transi¢do entre endosperma lateral e micropilar, o que corresponde a
regido de fragueza (retangulos/destaques); notar células mortas e vazias (setas brancas) e
células colapsadas; as cavidades (estrelas) correspondem ao local onde o embrido ficava
inserido. (d—f) Células endospérmicas com grande quantidade de proteinas armazenadas em
corpos proteicos, reveladas pela coloracdo vermelha obtida no teste com XP. (g-h) Células
vacuoladas (setas pretas), contendo ou ndo residuos de proteinas nos vacuolos, indicando o
inicio da mobilizacdo de proteinas na regido de fraqueza do opérculo. en endosperma
lateral, me endosperma micropilar, op opérculo, pb corpo proteico, pc peciolo cotiledonar,
0sc tegumento opercular
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Attalea vitrivir

Fig. 9 Morfologia (a) e anatomia (b—f, em seccdes longitudinais) da regido micropilar de
sementes de Attalea vitrivir (a, d), Butia capitata (b, €) e Acrocomia aculeata (c, f)
(Arecaceae). (a) Semente indicando germinacdo efetiva, observada pelo deslocamento
parcial do opérculo (ponta de seta branca). (b) Regido do opérculo com células vacuoladas
(setas brancas), indicando mobilizacdo de reservas na regido de fraqueza; mtar células
intactas (em destaque, seta preta) na regido de fraqueza, ap6s delocamento do opérculo. (c)
Regido do opérculo mostrando células intactas (black arrow) na regido de fraqueza, ap6s
deslocamento do opérculo. (d—f) Secgdes de opérculos mostrando pectinas, coradas de rosa
pelo vermelho de ruténio; notar as células da regido de fraqueza (pontas de setas pretas),
com paredes contendo pectinas mais evidente do que na regido do endosperma micropilar e
lateral (pontas de setas brancas). (f) Opérculo com parede cellular delgada na regido de
fraqueza, indicando diferente deposicdo de pectinas (pontas de setas pretas) comparando
com as outras espécies. cc células colapsadas, cp peciolo cotiledonar, em embrido, le
endosperma lateral, me endosperma micropilar, op opérculo, osc tegumento opercular
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Fig. 10 Fotomicrografias da linha de fraqueza do endosperma micropilar de Attalea vitrivir,
Butia capitata e Acrocomia aculeata ap0s a aplicacdo de imunomarcadores para
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identificacdo de pectinas na parede celular do opérculo, tanto em sementes seca quanto

cultivadas por 30 dias, vistas em secces longitudinais.

(a—f) HGAs de baixa

metilesterificacdo. (g—I) HGAs de média metilesterificacdo. (m-r) HGAs ndo esterificadas.

Tabela

Tabela 1 Analises imunocitoquimicas na linha de fraqueza do endosperma micropilar de
Attalea vitrivir, Butia capitata e Acrocomia aculeata (Arecaceae). Reacdo presente (++),
pouco presente (+), ausente (), em relacdo as sec¢bes ndo incubadas no anticoropo
(branco). TO, semente seca e T30, semente apos 30 dias de cultivo.

Attalea vitrivir Butia capitata Acrocomia aculeata
Anticorpo TO T30 TO T30 TO T30
JIM5 + + + - - +
JIM7 ++ - + + ++ ++
LM19 ++ + ++ + ++ +
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Resumo Sementes de diversas espécies de palmeiras sdo ricas em compostos de reservas,
cuja mobilizacdo é complexa e pouco compreendida, uma vez que S30 escassas as
informacOes sobre aspectos citologicos deste processo. Neste trabalho, objetivou-se
caracterizar variagdes celulares relacionadas a mobilizacdo das reservas durante a
germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de Acrocomia aculeata, importante
palmeira oleaginosa neotropical. O haustorio de plantulas, em diferentes fases de
desenvolvimento, e o endosperma da zona de digestdo foram fixados e processados por
métodos usuais para avaliagdes ultraestruturais. Tanto no haustorio quanto no endosperma,
as proteinas sdo armazenadas em corpos proteicos, e os lipidios, em corpos lipidicos. As
andlises ultraestruturais confirmam que a mobilizacdo das reservas embrionérias inicia-se
durante a germinacdo, sendo as proteinas as primeiras a serem metabolizadas, seguidas
pelos lipidios. No haustorio, os corpos lipidicos associam-se a glioxissomos e a vacuolos
proteicos, organelas envolvidas na mobilizacdo lipidica. No endosperma, a mobilizacdo das
reservas inicia-se apés a protrusdo do peciolo cotiledonar, em camadas de células
adjacentes ao haustorio, constituindo a zona de digestdo. O padrdo de mobilizacdo € similar
ao do haustorio, mas ndo ha evidéncias da participacdo direta de organelas; os carboidratos
da parede séo hidrolisados e as células perdem sua integridade, acumulando-se em torno do
haustorio. A estrutura das células que compdem o haustério mostra-se compativel com as
funcBes deste na absorcdo e armazenamento transitrio de reservas, ndo havendo indicios
de sintese de enzimas que possam atuar na mobilizacdo de reservas do endosperma. O
endosperma possui funcdo de armazenamento e de autodegradacdo, sendo os produtos de
hidrélise transportados via apoplasto.

Palavras-chave Corpos lipidicos - Corpos proteicos -Germinagdo- Palmeiras

Introducéo

Sementes de palmeiras possuem peculiaridades, associadas a natureza dos compostos de
reserva e a estrutura do embrido. Em geral, essas sementes possuem endosperma volumoso
e rigido, com ampla reserva lipidica, proteica e de carboidratos (DeMason 1988; Sekhar e

Demason 1988), especialmente mananos, encontrados na parede celular (Buckeridge 2010).
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O embrido € linear e possui duas regifes distintas: a proximal, que corresponde ao
peciolo cotiledonar, onde se encontra inserido 0 eixo embrionario, e a distal, que
corresponde ao haustorio (DeMason e Thomson 1981; Sekhar e DeMason 1988; Moura et
al. 2010; Mazzottini-dos-Santos et al. 2015). A partir da germinacdo ocorre 0
desenvolvimento da plantula, a partir do eixo embrionario, concomitantemente ao
pronunciado crescimento do haustorio, que atua na mobilizacdo das reservas endospérmicas
(DeMason 1984; Alang et al. 1988; Sugimuma e Murakami 1990; Mazzottini-dos-Santos et
al. 2017).

Arecaceae compreende cerca de 2.700 espécies, muitas das quais apresentam
elevada importancia ecoldgica e econdmica, notadamente associada ao elevado teor de 6leo
nos frutos e sementes (Dransfield et al. 2008; Oliveira et al. 2013; Mazzottini-dos-Santos et
al. 2015). A germinacdo e o desenvolvimento de plantulas de palmeiras sdo processos
complexos e podem ser variaveis em relacdo ao ambiente onde essas plantas ocorrem,
podendo ser vistos como estratégias adaptativas (Orozco-Segovia et al. 2003; Henderson
2006). No entanto, estudos ultraestruturais sobre a mobilizacdo de reservas seminais em
Arecaceae estdo restritos aqueles desenvolvidos com Phoenix dactylifera (DeMason 1985;
DeMason et al. 1985) e Washingtonia filifera (DeMason 1988; Sekhar e Demason 1988).

As funcbes do haustério e do endosperma durante o processo de mobilizacdo de
reservas nas sementes de palmeiras ndo estdo completamente elucidadas, especialmente
pelo fato do local de sintese de enzimas atuantes no endosperma ainda ndo ter sido
identificado. De modo similar, sdo pouco conhecidas as particularidades da mobilizagado
lipidica em sementes de palmeiras, especialmente no haustério, bem como do transporte de
produtos da hidrélise. Com base em analises estruturais, tem sido apontado que o haustério
pode ser o responsavel por sintetizar enzimas hidroliticas, que atuam sobre o endosperma
(Oo e Stumpf 1983; Sugimuma e Murakami 1990; Verdeil e Rocher 2002). Entretanto, ha
indicios de que o endosperma tenha certa autonomia no que se refere a digestdo e
mobilizacdo de suas reservas, sendo sugerida a presenca de enzimas hidroliticasnos corpos
proteicos (Sekhar e DeMason 1990, Zienkiewicz et al. 2014, Mazzottini-dos-Santos et al.
2017), de modo similar ao observado na camada de aleurona de sementes amilaceas
(Bewley et al. 2013). Ha, ainda, evidéncias de que os corpos proteicos tém relagdo com a

mobilizacdo lipidica e de mananos. Contudo, 0s mecanismos pelos quais 0S COrpos
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proteicos atuam sobre essas reservas, bem como a forma pela qual os produtos da hidrélise
sdo transportados do endosperma para o haustorio e, posteriormente para o eixo vegetativo
em crescimento, ainda sdo desconhecidos para as palmeiras.

A macauba (Acrocomia aculeata Lodd. ex Mart.) é conhecida pelo seu potencial
como fonte de recurso para produgéo de biodiesel no Brasil (Pires et al. 2013). Esta especie
apresenta ampla distribuicdo em regides de clima tropical, sobretudo no bioma Cerrado
(Dransfield et al. 2008; Lorenzi et al. 2010) e constitui modelo para estudos de germinacao
de sementes de palmeiras, devido a presenca de dorméncia e de abundantes reservas
lipidicas (Moura et al. 2010; Pires et al. 2013).

Foram realizados estudos ultraestruturais, referentes a mobilizacdo de reservas
seminais em A. aculeata, a fim de responder as seguintes questdes: 1) Quais estruturas
celulares estdo envolvidas na mobilizacdo de reservas seminais? 2) Quais sdo as
particularidades observadas na mobilizagdo das reservas embriondrias e das
endospérmicas? 3) Existem caracteristicas citologicas indicativas da fungdo do haustorio e
do endosperma na mobilizacdo de reservas seminais? 4) Como ocorre o0 transporte dos

produtos da hidrolise das reservas seminais?

Material e métodos

Frutos recém-dispersos de A. aculeata foram coletados de espécimes nativos, no municipio
de Montes Claros, MG, Brasil (16°42'34"S; 43°52'48"W). Os frutos foram armazenados por
3—4 meses em caixas plasticas abertas e em temperatura média de 25°C, a fim de permitir a
remocao de sementes intactas do pirénio. As sementes foram extraidas utilizando torno
manual, desinfestadas pela imersdo em solucdo de hipoclorito de sédio 6% por 15 min.,
lavadas em agua destilada, secas em ambiente sombreado e armazenadas em sacos plasticos
por 15-30 dias, em condi¢des ambientais.

Sementes intactas foram cultivadas a partir do método adotado por Mazzottini-dos-
Santos et al. (2017). O desenvolvimento das plantulas foi monitorado durante 150 dias,
considerando as alterages morfoldgicas, dentre as quais foram selecionadas sete fases para
a coleta das amostras: (I) semente seca; (I1) semente embebida; (111) peciolo cotiledonar
com 5mm de comprimento; (IV) peciolo cotiledonar com 10mm de comprimento; (V)
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emissdo da primeira bainha foliar; (V1) folha com 50mm de comprimento; (VI1) folha com
100mm de comprimento. A Fig. 1 ilustra as caracteristicas morfoldgicas observadas em
cada fase, tendo sido adaptada de Mazzottini-dos-Santos et al. (2017 ).

Em cada fase em estudo, foram removidas amostras da regido periférica do
haustério. No endosperma, as amostras foram removidas da zona de digestdo, amostrando-
se a fase IV, que é a primeira em que se evidencia essa camada, sendo representativa
dasdemais (Fig. 2). As amostras foram fixadas em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky 1965)
durante 2448 h, desidratadas em série etandlica e pos-fixadas em tetroxido de 6smio 1%,
em tampéo fosfato 0.1M, pH 7.2 (Roland 1978). Secgdes ultrafinas foram contrastadas com
acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em microscopio eletrénico de
transmissdo Tecnai G2-12-Spirit TEM (Philips/FEI Company, Eindhoven, Netherlands) a
80 kV. Todas as imagens foram processadas usando o programa Corel Graphics

Application (CorelDraw, x6, Canada).

Resultados

Ultraestrutura de células do haustorio

As células da protoderme do haustorio (na fase I, Fig. 1) possuem paredes delgadas, exceto
a face periclinal externa (Fig. 3a), e numerosos plasmodesmos conectam células
epidérmicas entre si e entre células vizinhas; o citoplasma é denso, possui NUMerosos
corpos lipidicos posicionados em torno dos corpos proteicos (Fig. 3a, b). Durante a
embebicdo (na fase Il, Fig. 1), inicia-se a mobilizacdo proteica no haustorio, evidenciada
por vacuolos contendo resquicios de proteina (Fig. 3c, d); plastidios com reduzidos graos
de amido ocorrem nessa fase (Fig. 3d). Apds a protrusdo do peciolo cotiledonar (fase IlI,
Fig. 1), as células epidérmicas do haustdério permanecem com citoplasma denso, com varias
organelas, especialmente mitocondrias, proplastidios e reticulo endoplasmatico (Fig. 4a, b).
Os dictiossomos sdo pouco numerosos e distribuidos aleatoriamente; apresentam cisternas
compactas, liberando vesiculas pequenas e pouco densas (Fig. 4b). Os corpos lipidicos séo
numerosos, muitos dos quais sdo associados a vacuolos proteicos (Fig. 4c). Ha fusdo de

pequenos vacuolos que contém remanescentes de proteina, com aspecto floculado (Fig. 4a)
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e, frequentemente, massas lipidicas e residuos de membranas ocorrem em seu interior (Fig.
4d).

O citoplasma das células epidérmicas do haustério (fase 1V, Fig. 1) permanecerico
em organelas (Fig. 5a). Notadamente adjacente a membrana plasmatica, ha proliferacdo de
reticulo endoplasmatico, geralmente associado aos ribossomos (Fig. 5b); nessa regido da
célula também sdo encontradas pequenas vesiculas (Fig. 5b) e sinuosidades da membrana
plasmatica, com material de aspecto granular no espaco periplasmatico (Fig. 5c). Plastidios
com sistema de membranas internas evidentes acumulam grdos de amido (Fig. 5a, ¢). Ha
proliferacdo de organelas, especialmente mitocondrias e proplastidios; pequenos vacuolos
contém resquiciosde proteinas e gotas lipidicas (Fig. 5a, d). Glioxissomos com matriz
granular ocorrem no citoplasma, geralmente préximo aos vacuolos proteicos e corpos
lipidicos (Fig. 5e).

Na fase V (Fig. 1), ocorre acumulo de produtos da mobilizacdo endospermica
adjacente a epiderme do haustério (Fig. 6a, b). No espaco periplasmatico, hd grande
quantidade de substancias e a membrana plasmatica é sinuosa (Fig. 6b), o que evidencia a
ampliacdo de superficie de membrana. Nessa fase, no citoplasma, ha conspicua reducdo de
reserva lipidica e os corpos lipidicos encontram-se associados aos vacuolos proteicos (Fig.
6a). Com o crescimento do haustério, uma camada de células, subjacente a epiderme,
acumula grande quantidade de amido (Fig. 6c¢) e, na regido interna, forma-se aerénquima de
origem esquizdgena (Fig. 6d). As células do aerénquima sdo volumosas e vacuoladas,
podendo apresentar pequenas gotas de lipidios internas ao vacuolo; pequenos graos de
amido ocorrem no citoplasma (Fig. 6d).

Na fase VI (Fig. 1), em que a mobilizacdo de reservas endospérmicas é bastante
pronunciada, hd formacdo de espacos na parede celular epidérmica, na face periclinal
externa (Fig. 6e) e nas faces anticlinais (Fig. 6f), indicando o afrouxamento da parede.
Nessa fase, hd destacado acumulo de lipidios nas células da epiderme e os vacuolos
apresentam contetido mais denso (Fig. 6f). Na fase VII (Fig. 1), a parede apresenta camadas
com eletrondensidadesvariadas e a membrana plasmatica é notadamente sinuosa (Fig. 6g).
Nessa fase, as células do aerénguima nao possuem reservas, exceto 0S poucos € pequenos

grdos de amido; o vacuolo central possui escasso conteudo de aspecto floculado (Fig. 6h).
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Ultraestrutura das células do endosperma

O endosperma apresenta células com paredes espessas, citoplasma pouco denso, com baixa
populacdo de organelas, mas rico em corpos lipidicos e proteicos (Fig. 7a). As alteracfes
celulares que ocorrem durante a mobilizagdo das reservas sdo observadas na zona de
digestdo, adjacente ao haustdrio, seguindo um gradiente da regido mais externa para a mais
interna (Fig. 2a, b). As proteinas sdo as primeiras substancias a serem mobilizadas,
processo identificado pela reducdo da eletrodensidade dos corpos proteicos, que é ladeado
por corpos lipidicos, os quais se mantém integros (Fig. 7a). Ocorre fusdo dos corpos
proteicos, formando um Unico corpo proteico central contendo proteinas e varias inclusdes
cristaloides(Figs. 2b e 7a). No citoplasma, ha mitocondrias com cristas pouco
desenvolvidas (Fig. 7b). Concomitante a mobilizacdo proteica, a partir do espaco
periplasmatico, ocorre difusdo de substancias eletrodensas pela parede celular (Fig. 7a—e).
Os corpos proteicos apresentam continua reducdo de proteinas de reserva e de inclusdes, e
seu contetudo adquire aspecto floculado (Fig. 7d, e). A dissolucdo da parede celular é
identificada pela perda da eletrodensidade, que se inicia ha camada mais interna (Fig. 7f, g).
Proximo ao haustdrio, na zona de digestdo, ap6s mobilizacdo das proteinas de reserva, pode
haver ruptura da membrana vacuolar culminando com a perda da integridade celular (Fig.
79) ou a celula mantém dnico vacuolo central, que pode conter resquicios de substancias
(Fig. 7h). Apo6s a mobilizacdo de lipidios, a parede celular encontra-se parcialmente
colapsada; o nucleo e as organelas sdo degradados e ha acimulo de residuos de membranas
no citoplasma periférico (Fig. 7h). Ao final da degradacdo citoplasmatica, células com
paredes colapsadas se acumulam em torno do haustério (Fig. 2b) e hd acimulo de
substancias, especialmente lipidios, nos espacos intercelulares (Fig. 7d, h).

As alteracbes que ocorrem nas células epidérmicas do haustério e no endosperma

durante a germinacdo e desenvolvimento das plantulas séo resumidas nas Tabelasl e 2.

Discussao

Mobilizagéo de reservas em células embrionarias e endospérmicas
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Embora haja diferenca temporal em relagdo ao inicio da mobilizacdo de reservas e haja
acdo de diferentes estruturas celulares no haustorio e no endosperma de A. aculeata, a
dindmica do processo € semelhante para ambos. A partir de analises ultraestruturais,
confirmou-se que as proteinas de reserva sdo as primeiras a serem mobilizadas, seguidas
pelos lipidios. Dados semelhantes foram verificados, histoquimica e bioquimicamente, em
embrido e endosperma de P. dactylifera (DeMason 1985; DeMason et al. 1985), W. filifera
(DeMason 1988), B. capitata (Oliveira et al. 2013) e A. aculeata (Bicalho et al. 2016;
Mazzottini-dos-Santos et al. 2017). Em geral, a reserva proteica do embrido é importante
inicialmente, como fonte de energia para a germinacdo, além de ser fornecedora de
aminoacidos para biossintese de novas proteinas estruturais ou enzimas; a reserva lipidica,
por outro lado, é essencial durante o crescimento da plantula (Tan-Wilson e Wilson 2012;
Bewley et al. 2013). Em A. aculeata, além das mitocéndrias, a mobilizacdo de reservas do
haustorio envolve notavel acdo de corpos proteicos e de glioxissomos, enquanto que, no
endosperma, ha especial participacdo dos corpos proteicos. A proliferacdo de mitocdndrias
e glioxissomos na epiderme do haustorio é evidenciadaapenas apds o alongamento do
peciolo cotiledonar, que marca a conclusdoda germinacdo, o que justifica a tardia
mobilizagdo lipidica. Glioxissomos também ocorrem na epiderme do haustério de P.
dactylifera e W. filifera, sempre associados a corpos lipidicos (DeMason 1985, 1988).
Durante o desenvolvimento de plantulas de Elaeis guineensis, foram detectadas
isocitratoliase e malatosintetase no haustério, enzimas especificas dos glioxissomos e que
sdo envolvidas com a fB-oxidacdo de acidos graxos e o ciclo do glioxilato (Oo e Stumpf
1983; Alang et al. 1988; Hayashi et al. 2001; Graham 2008).

No haustorio e no endosperma de A. aculeata, a mobilizacdo lipidica envolve a
participacdo direta dos corpos proteicos. No presente trabalho, evidenciou-se que durante o
desenvolvimento das plantulas, ap6s a mobilizacdo das proteinas de reserva, 0S COrpos
proteicos passam a assumir funcdo de vacuolos liticos, podendo haver interiorizagdo de
corpos lipidicos nessas organelas. No nivel subcelular, a descricdo desse tipo de interacéo
entre estruturas de reserva seminal é inédita para sementes de palmeiras. A interiorizacdo
de corpos lipidicos em vacuolos proteicos contendo enzimas é relatada em cotilédone de
sementes germinadas de Arabidopsis (Poxleitner et al. 2006) e de Olea europaea
(Zienkiewicz et al. 2014). De acordo com Poxleitner et al. (2006) e Zienkiewicz et al.
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(2014), a interacdo dos corpos lipidicos com a membrana dos vaclolos proteicos, nas
espécies por eles estudadas, é mediada por caleosinas, proteinas que contribuem para o
rompimento da camada fosfolipidica dos corpos lipidicos. Em A. aculeata, analises prévias
apontaram que 0S corpos proteicos armazenam lipases (Mazzottini-dos-Santos et al. 2017),
0 que sugere que essa interiorizacdo viabiliza a degradacdo dos triacilglicerois (Huang
1996; Hayashi et al. 2001; Poxleitner et al. 2006).

No endosperma de A. aculeata, apds a mobilizacdo das proteinas de reserva, ocorre
fusdo de vacuolos proteicos. Em diversas espécies, esse processo € comum durante a
germinacdo, e estd envolvido com a formacdo de vactolos com propriedades liticas
(Poxleitner et al. 2006) de origens variadas: pela fusdo de vacuolos contendo enzimas
hidroliticas pré-formadas (Bewley e Black 1994); por meio da ativacdo de enzimas
armazenadas (Jiang et al. 2001); ou pela sintese de enzimas hidroliticas, que sdo enviadas
para 0s vacuolos proteicos por vesiculas de dictiossomos ou do reticulo endoplasmético
(Herman e Larkis 1999). Em A. aculeata, a inconspicua ocorréncia de dictiossomos e
reticulos endoplasmaticos, a precoce mobilizacdo proteica, associada a intensificacdo da
degradacédo das demais reservas durante o crescimento da plantula, sugerem que as enzimas
hidroliticas sdo rapidamente ativadas, e ndo sintetizadas. Essa caracteristica € considerada
energeticamente mais eficiente, uma vez que sintetizar enzimas demandaria maior tempo e
gasto energético durante o crescimento da plantula (Buckeridge 2010). De acordo com
Jiang et al. (2001), o compartilhamento de fun¢des variadas do corpo proteico, ora como
organela de reserva ora como vacuolo litico, requer uma separacdo funcional durante o
desenvolvimento e maturacdo da semente, 0 que pode proporcionar uma fonte rapida de

enzimas para iniciar os processos de degradacdo durante o inicio da germinacéo.

Caracteristicas citoldgicas e funcdo do haustdrio e do endosperma

A partir de avaliagOes ultraestruturais, é evidente que o haustorio de A. aculeata é altamente
especializado em absorcdo. E notdrio que, inicialmente, o haustorio desempenha papel de
reserva; corpos proteicos e corpos lipidicos sdo estruturas celulares que denotam essa
funcdo, conforme observado por Mazzottini-dos-Santos et al. (2017). Embrides de

sementes ortodoxas, tipicamente, apresentam grandes quantidades de reservas,
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especialmente lipidios e proteinas (Panza et al. 2004; Moura et al. 2010), como ocorre em
algumas espécies de palmeiras (DeMason 1988; Sekhar e DeMason 1988; Alang et al.
1988; Oliveira et al. 2013) e é o0 caso de A. aculeata. Durante desenvolvimento de plantulas
dessa espécie, concomitantemente a degradacéo dos lipidios, ha armazenamento temporario
de amido no haustorio, o que também foi identificado, por meio de analises bioquimicas
(Bicalho et al. 2016) e histoquimicas (Mazzottini-dos-Santos et al. 2017). Dados
semelhantes foram obtidos para P. dactylifera (DeMason 1985), W. filifera (DeMason
1988) e B. capitata (Oliveira et al. 2013), embora ndo haja inferéncia sobre quais estruturas
celulares estejam envolvidas com a conversdo de compostos, identificadasneste trabalho. A
presenca de glioxissomos no haustoério, os quais foram amplamente registrados aqui, esta
relacionada com o acumulo de carboidratos a partir da degradacdo dos lipidios. Esse
processo ocorre por meio da gluconeogénese (Alang et al. 1988; Graham 2008) e elucida a
funcdo de conversdo de compostos no haustdrio de A. aculeata, ja sugerida por Mazzottini-
dos-Santos et al. (2017).

Com base em nossos resultados, ndo had nenhuma evidéncia citolégica de que o
haustdrio tenha funcéo de secretar enzimas para o endosperma. Os poucos dictiossomos,
presentes nas células da epiderme do haustério de A. aculeata, possivelmente, estdo
associados com a formacdo de novas paredes celulares, devido as constantes mitoses e
crescimento celular na epiderme dessa estrutura, como observado por Mazzottini-dos-
Santos et al. (2017). Relacdo semelhante foi verificada durante crescimento do haustério de
P. dactylifera (DeMason 1985). O reticulo endoplasmatico, associado a ribossomos, pode
estar envolvido com sintese de novas enzimas, essenciais para a degradacdo de amido e
lipidios, que se acumulam no haustorio, aspecto também verificado por métodos
histoquimicos nas fases em que ha intensificacgho da mobilizacdo de reservas
endospérmicas (Mazzottini-dos-Santos et al. 2017). Associadoa auséncia de estruturas
celulares indicativas de secrecdo para o endosperma (tais como vesiculas oriundas
doreticulo endoplasmatico ou dictiossomos), o afrouxamento das paredes das células
epidérmicas, as conspicuas sinuosidades da membrana plasmatica e o acumulo de
substancias no haustorio, evidenciama eficiéncia de absor¢éo dessa estrutura.

Os dados aqui registrados confirmam que, durante a mobilizacdo de reservas, as

células do endosperma de A. aculeata ndo possuem populacdo de organelas que as capacite
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a sintetizar novas enzimas, mas é evidentea participacdo dos corpos proteicos na
mobilizacdo de reservas. Devido as caracteristicas celulares, Moura et al. (2010) sugeriram
que o endosperma de A. aculeata seja considerado apenas como um tecido de reserva,
contudo,neste trabalho,0 endosperma foi identificado como tecido altamente dinamico,
corroborando o sugerido por Mazzottini-dos-Santos et al. (2017). Em P. dactylifera, a
auséncia de reticulo endoplasmatico, dictiossomos e ribossomos nas células do endosperma
também foi relacionada a incapacidade de ocorrer sintese enzimatica nesse tecido
(DeMason et al. 1983). Contudo, ha proteinas embrido-endosperma especificas, o que é
consistente com a hipGtese de que o endosperma armazena enzimas hidroliticas,
possivelmente nos corpos proteicos (Sekhar e DeMason 1988). As alteracdes celulares que
ocorrem no endosperma apos a germinacao, tais como a difusdo de substancias pela parede
celular, a reducdo de reservas dos corpos proteicos, e o inicio da dissolucdo da parede
celular na face periplasmética, constituem evidéncias de que enzimas hidroliticas estéo
armazenadas no proprio tecido endospérmico. Analises histoquimicas no endosperma de
sementes de A. aculeata comprovaram que 0S corpos proteicos sao sitios de lipases, que sao
transferidas para o citoplasma e atuam na superficie dos corpos lipidicos (Mazzottini-dos-
Santos et al. 2017), semelhante ao que foi observado durante a germinacéo de O. europaea
(Zienkiewicz et al. 2014). Endo-B-mananase e a-galactosidase, enzimas envolvidas com a
hidrolise de galactomananos, ocorrem no endosperma de sementes secas de A. aculeata e,
no endosperma adjacente ao haustério, sua atividade é elevada (Bicalho et al. 2016;
Mazzottini-dos-Santos et al. 2017). No endosperma de P. dactylifera, foram diagnosticadas
diversas enzimas, dentre as quais, por meio de imunocitoquimica, identificou-se que o sitio
de a-galactosidase € o corpo proteico (DeMason et al. 1985; Sekhar e DeMason 1990). No
endosperma de P. dactyliferae W. filifera, a fosfatase acida, enzima envolvida com a
mobilizacdo de carboidratos e fosfatos, também esta armazenada nos corpos proteicos
(DeMason et al. 1989).

Transferéncia de reservas no haustorio e no endosperma

Os compostos de reserva do endosperma sdo hidrolisados, os produtos séo transportados

para o haustério, onde podem ficar armazenados na forma de amido transitorio, e,
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posteriormente, enviados para 0 eixo vegetativo em crescimento. No endosperma de A.
aculeata, as substancias sdo transportadas pela rota apopléstica, através da parede celular.
Por outro lado, no haustorio, ha evidéncias de transporte simplastico, por meio de
numerosos plasmodesmos. Reducdo na eletrondensidade e formacédo de espagos na parede
das células do haustério, bem como o acumulo de substancias no espago periplasmatico e
as sinuosidades da membrana plasmatica parecem indicar a rota de absorc¢do dos produtos
do endosperma. Ha inferéncias de que as amplificacdes da membrana plasmatica, também
verificadas em P. dactylifera, estejam relacionadas com o transporte de solutos do
apoplasto para o simplasto, sendo posteriormente translocados via plasmodesmos
(Demason 1985). Contudo, as associacOes dessas alteracdes celulares ndo séo descritas para
outras palmeiras estudadas, de modo que a forma como ocorre a absor¢édo de substancias do
endosperma pelo haustorio ainda ndo € bem esclarecida. Acredita-se que a formacdo de
espacos, associada as alteracfes na eletrodensidade nas paredes das células epidérmicas,
podem estar relacionadas com o aumento da porosidade e afrouxamento da parede, o que
facilita a absorcdo direta de compostos do endosperma, tais como lipidios. Nossos
resultados mostram que, com a intensificacdo da mobilizacdo de reservas endospérmicas,
h& concentragcdo de substancias, especialmente lipidios, na superficie haustorial, os quais
sdo identificados novamente na epiderme do haustério em fases posteriores. Estudos
prévios confirmaram, com base em analises histoquimicas, o acumulo de lipidios no
haustério, 0 que sugere que sua absorcdo seja facilitada pela pressdo exercida entre a
estrutura do haustdrio em crescimento e o endosperma rigido, que o envolve (Mazzottini-
dos-Santos et al. 2017). A pressdo exercida pela expansdo do haustério contra o
endosperma parece explicar a passagem de lipidios pela barreira imposta pela parede
celular. O efeito de pressdo como facilitadora para a passagem de lipidios pela parede é
descrito por Paiva (2016) para explicar a liberacdo de 6leos de células secretoras; sem tal
pressédo o 0leo ndo atravessaria a parede, reconhecidamente hidrofilica.

Nas células do endosperma de A. aculeata, os plasmodesmos séo inconspicuos,
assim como verificado por Moura et al. (2010). As alteragdes gradativas da matriz dos
corpos proteicos, associadas a formacdo de camadas eletrodensas, que se disseminam por
toda a extensdo da parede, evidenciam o possivel transporte de enzimas e produtos da

hidrolise entre as celulas via apoplasto. O transporte de enzimas dos corpos proteicos para
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células adjacentes via parede é congruente com o previamente observado em P. dactylifera
que, embora possua plasmodesmos nas paredes espessadas do endosperma, também

apresenta disseminacdo de enzimas através da parede (Sekhar e DeMason 1990).

Conclusodes

Tanto no endosperma quanto no haustorio, este trabalho registrou que as proteinas estdo
armazenadas em corpos proteicos e sdo as primeiras reservas a serem mobilizadas,
seguindo-se os lipidios, armazenados em corpos lipidicos. Os corpos proteicos e 0S
glioxissomos sdo organelas envolvidas com a mobilizagdo de lipidios no haustorio,
enguanto que apenas 0s corpos proteicos exercem essa funcdo no endosperma. N&o ha
evidéncias citologicas de que o haustorio atue na secre¢do de enzimas hidroliticas para o
endosperma, mas apenas como estrutura de reserva e de absor¢do. O endosperma possui
estrutura celular de armazenamento, mas também desempenha importante funcdo durante a
mobilizacdo de lipidios e de carboidratos da parede, com possivel atividade enziméatica. No
haustdrio, o transporte de substancias entre as células ocorre via simplasto, enquanto no

endosperma, via apoplasto.
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Figuras

% i

Fig. 1 Diagramas de sementes e plantulas ao longo do desenvolvimento de Acrocomia
aculeata (fases 1-VII), adaptados de Mazzottini-dos-Santos et al. (2017). | Semente seca
com embrido linear. 1l Semente embebida. IIl Semente germinada, evidenciado
alongamento do peciolo cotiledonar. IV Plantula com peciolo cotiledonar alongado e raiz
principal emitida. IV-VII Zona de digestdo do endosperma adjacente ao haustério (setas
pretas); notar aumento do tamanho do haustério conforme endosperma é consumido. V
Plantula com primeira bainha foliar envolvida pela ligula. VI Plantula com segunda bainha
foliar emitida. VII Plantula com primeiro eofilo. cp peciolo cotiledonar; ef eofilo; en
endosperma; ha haustorio; li ligula; sl primeira bainha foliar; s2 segunda bainha foliar; tr
raiz principal
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Fig. 2 Diagramas da semente de Acrocomia aculeata em secc¢do transversal, adaptados de
Mazzottini-dos-Santos et al. (2017). a Haustorio com invaginacbes na protoderme e
envolvido pelo endosperma (cinza); a zona de digestdo do endosperma é adjacente ao
haustorio (retangulo pontilhado). B Zona de digestdo do endosperma com cinco regides
distintas: regido mais externa com endosperma rigido (he); regido intermediaria onde
ocorre degradacdo dos corpos proteicos (pbb) seguida pela regido onde o citoplasma é
degradado (cb); regido mais interna onde ha o esgotamento celular (ec), seguida pela regido
onde ha acimulo de células com parede celular colapsada em torno do haustorio (cc). Notar
gradiente de alteracGes dos corpos proteicos a partir das regides externas: corpos proteicos
densos; de aspecto granular; com reduzida quantidade de proteinas de reserva e vacuolo
com resquicios de proteinas. en endosperma; h& haustério; pc cordBes procambiais; pd
protoderme
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Fig. 3 Protoderme do haustorio de Acrocomia aculeata nas fases | e 1l. a, b fase I; c, d fase
Il. a Célula com parede da face periclinal externa mais espessa em relacdo as demais;
citoplasma denso contendo corpos proteicos e corpos lipidicos. b Periferia da célula
destacando corpo proteico com matriz eletrondensa e envolvido por corpos lipidicos. ¢
Célula contendo vacuolos proteicos e corpos lipidicos integros. d Regido central da célula
evidenciando o ndcleo com nucléolo evidente; vacuolo contendo resquicios de proteinas
(seta preta), indicando inicio da mobilizacdo proteica durante a embebicdo; notar
amiloplastos (seta branca). Cw parede celular; Ip corpos lipidicos; pb corpos proteicos; no
nucléolo; nu nicleo; va vacuolo proteico
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Fig. 4 Epiderme do haustério de Acrocomia aculeata na fase Ill. Periferia da célula,
destacando: a Plasmodesmos conectando células epidérmicas, proliferacdo de
mitocondriase proplastidios e fusdo de pequenos vactolos. b Dictiossomos liberando
vesiculas, vacuolos contendo compostos fendlicos, reticulos endoplasméticos e
proplastidios. ¢ Vacuolos com remanescente de proteinas envolvendo corpos lipidicos
(setas pretas). d Sinuosidades na membrana plasmatica (setas brancas) e inclusao lipidica
no vacuolo proteico (*). cw parede celular; di dictiossomo; er reticulo endoplasmatico; gl
glioxissomo; Ip corpos lipidicos; mi mitocdndria; pd plasmodesmos; pp proplastidios; va
vacuolo; vs vesiculas
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Fig. 5 Epiderme do haustdrio de Acrocomia aculeata na fase IV. a Célula com citoplasma
denso e proliferacdo de organelas. Periferia da célula, destacando: b Concentragdo de
reticulo endoplasmaético e vesiculas, préximos a membrana plasmatica. C Substancias
acumuladas no espaco periplasmético, sinuosidades da membrana plasmaética (setas
brancas) e amiloplasto com grdo de amido. d Detalhe da regido central da célula, préximo
ao ndcleo: notar as numerosas mitocondrias, proplastidios e pequenos vacuolos contendo
gotas lipidicas (setas pretas). E Periferia da célula, destacando plasmodesmo, sinuosidade
na membrana plasmatica (seta branca) e glioxissomo com matriz granular, proximo ao
vacuolo proteico. Cw parede celular; er reticulo endoplasmatico; gl glioxissomo; Ip corpos
lipidicos; mi mitocdndria; nu nacleo; pd plasmodesmos; pp proplastidios; st amido; va
vacuolo; vs vesiculas
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Fig. 6 Haustério de Acrocomia aculeata nas fases V-VII. a-d fase V; e—f fase VI; g-h fase
VII. a Célula epidérmica com notavel reducdo de corpos lipidicos; vacuolos associados a
corpos lipidicos (setas pretas) e proliferacdo de glioxissomos. b Detalhe da periferia da
célula, revestida por residuos do endosperma; notar o acimulo de substancias no espaco
periplasmatico e destacada sinuosidade da membrana plasmatica (setas brancas). ¢ Células
subjacentes a epiderme com acumulo de amido. d Células da camada interna do haustorio
com grandes espacos intercelulares, vactolos volumosos contendo lipidios e grdos de
amido no citoplasma. e—f Células epidérmicas com espacos na parede celular (pontas de
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setas) e conspicuo acumulo de lipidios no citoplasma. g Parede celular com notaveis
camadas de diferentes eletrodensidade edestacada sinuosidade da membrana plasmaética
(setas brancas). h Camada interna do haustdrio: célula contendo um grande vacuolo central
com conteudo fibrilar e pequenos grdos de amido. cw parede celular; en endosperma; er
reticulo endoplasmatico; gl glioxissomo; is espaco intercelular; Ip corpos lipidicos; mi
mitocondria; no nucléolo; nu nucleo; st amido; va vacuolo
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Fig. 7 Endosperma de Acrocomia aculeata na fase IV. A Célula localizada na regido
intermediaria da zona de digestdo (pbb) com destaque do conteddo eletrondenso no
citoplasma adjacente a parede celular (setas brancas), indicando inicio de mobilizacéo de
compostos pela parede; citoplasma contendo mitocéndrias, numerosos corpos lipidicos e
um Unico e volumoso corpo proteico no centro da célula; notar aspecto granular do corpo
proteico (pl). b, c Periferia da célula destacando mitocondria e alteracdo no padrdo de
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eletrodensidade da parede, indicando mobilizagcdo de composto através da parede celular. d
Célula localizada na regido intermediaria da zona de digestdo (pbb), apresentado corpo
proteico com reduzida quantidade de proteinas de reserva (p2); notar contelldo no espaco
intercelular. e Células localizadas na regido intermediaria da zona de digestdo, mais
préximas do haustério (cb), mostrando vacuolo com resquicios de proteina (va), envolvido
por corpos lipidicos integros, e alteracdes na eletrondensidade da parede (setas brancas); f
periferia da célula, destacando zona de digestdo da parede celular; g alteracdo da
integridade dos corpos lipidicos (*), com estdgio avancado da dissolucdo da parede celular
(setas brancas). h Célula localizada na regido interna da zona de digestdo do endosperma
(ec), destacando grande vacuolo central com restante de compostos (seta preta); notar
remanescentes de membranas no fino citoplasma (retangulo e destaque), parede celular
parcialmente colapsada e acUmulo de compostos, especialmente lipidios, no espaco
intercelular. cw parede celular; dz zona de dissolucdo; is espaco intercelular; Ip corpos
lipidicos; mf material fibrilar; mi mitocéndria; in inclusées; va vacuolo
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Tabelas

Tabelal Alteracdes celulares que ocorrem na epiderme do haustorio de Acrocomia
aculeata durante o desenvolvimento de plantulas. (+) raro, (++) pouco frequente; (+++)

frequente
Estruturas celulares Fase | Fase Il Faselll FaselV FaseV  FaseVI FaseVIl
Amiloplasto + ++ ++ +++ ++ ++ ++
Corpo lipidico +++ +++ +++ +++ ++ +++ +++
Corpo proteico +++ ++ + + + + +
Dictiossomo + + +++ +++ +++ +++ +++
Glioxissomo + + +++ +++ +++ +++ +++
Mitocondria + ++ +++ +++ +++ +++ +++
Reticulo endoplasmaético + + +++ +++ +++ +++ +++

Tabela 2 Alteracdes celulares que ocorrem na zona de digestdo do endosperma de
Acrocomia aculeata durante a mobilizacdo de reservas. he regido mais externa com
endosperma rigido; pbb regido intermediaria onde ocorre degradacdo dos corpos proteicos;
cb regido onde o citoplasma é degradado; ec regido mais interna onde h& o esgotamento
celular; cc regido onde ha acimulo de células com parede celular colapsada. (+) raro, (++)

pouco frequente; (+++) frequente.

Estruturas celulares He Pbb Cb Ec Cc
Amiloplasto + + + T n
Corpo lipidico +++ +4++ ++ + +
Corpo proteico +++ +++ ++ + +
Dictiossomo + + + + +
Glioxissomo + + + + +
Mitocondria ++ +++ +++ ++ +
Reticulo endoplasmatico + + + + +
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