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RESUMO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) é reconhecido pela rusticidade e aparente
tolerancia a estresses ambientais, sendo utilizado popularmente no tratamento de
varias enfermidades, com algumas propriedades farmacologicas comprovadas.
Apresenta alto teor de 6leo em suas sementes e por isso é considerado possivel
fonte renovavel de matéria prima para producdo de biocombustiveis. O
comportamento fisiolégico das sementes durante a germinacdo € diferenciado
qgquando sob condicbes hidricas restritivas, sendo necessarios estudos para
melhor compreensdo dos mecanismos de retomada de germinacdo sob
condicdes ambientais adversas. O objetivo deste trabalho foi verificar o
comportamento fisioldgico, molecular e citolégico de lotes distintos sementes de
pinhdo manso (Irard e Janauba), durante embebicdo em agua e sob restricdo
hidrica. Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica,
Biotecnologia e Bioprodutos da Universidade Federal da Bahia. As sementes
foram caracterizadas quanto ao volume, peso, teor de umidade, germinabilidade,
acumulo de tubulina e configuragcbes do citoesqueleto microtubular, durante a
embebicdo em agua e sob restricdo hidrica (osmocondicionamento). As sementes
de Irar4d apresentaram melhor qualidade fisioldgica que as de Janauba. Este
resultado reflete uma maior deterioracdo das sementes de Janauba. Verificou-se
reativacdo do ciclo celular durante a embebicdo em &gua, sendo que
configuracbes mitbticas apareceram somente apos a protrusdo da radicula. Foi
possivel verificar no presente estudo que as sementes de pinhdo manso sao

pouco tolerantes as condi¢cfes de restricao hidrica testadas.

Palavras-chave: Euphorbiaceae. Germinacgéo. Estresse hidrico. Ciclo celular.



ABSTRACT

Physic nut (Jatropha curcas L.) is a high oil content Euphorbiaceae seed species
renowned for its apparent tolerance to environmental stresses, besides being used
by local communities for treating various diseases, having some pharmacological
properties being scientifically proven. It is nowadays considered a possible source
of renewable feedstock for biofuel production. The physiological behavior of seeds
under normal conditions of water availability differs when compared to restrictive
water conditions. Nevertheless, it is necessary to conduct studies to better
understand the mechanisms of recovery of seed germination and physiological
quality under adverse environmental conditions which may allow the establishment
of protocols for optimizing the germination process. The present study describes
the physiological, molecular and cytological profiles of seeds of physic nut during
imbibition in water and in osmotic water restriction conditions. The seeds were
derived from Brazilian semiarid regions, Janauba (MG) e lIrard (BA). The
bioassays were executed in the Laboratory of Biochemistry, Biotechnology and
Bioproducts at the Federal University of Bahia. Seeds were characterized by
volume, weight and moisture content, germination, tubulin accumulation and
appearance of microtubular cytoskeleton. Seeds from Irard& showed better
physiological quality than those of Janauba. This result reflects an apparent higher
degree of deterioration of Janauba seeds. Cytological analysis revealed observed
accumulation of B-tubulin and reactivation of the cell cycle during imbibitions in
water. Mitotic microtubules configurations appeared only after radicle protrusion
whereas it did not appear in seed under osmotic water restriction. In this

researche, Jatropha seeds appeared to have little tolerance to drought.

Keywords: Euphorbiaceae. Germination. Drought stress. Cell cycle.
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1. INTRODUCAO

A historia da agricultura demonstra que os primeiros contatos entre 0 homem
e a fisiologia das sementes foram estabelecidos a partir da descoberta do seu uso
para a propagacdo de plantas, no século LXXX A. C. (MARCOS FILHO, 1999).
Biologicamente, sementes sédo estruturas complexas que, em milhdes de anos,
tiveram que se adaptar as condicbes ambientais austeras e diversas. S&o
consideradas as unidades primarias de dispersao de plantas superiores e contem
todo aparato genético das espécies (DE CASTRO & HILHORST, 2000).

A retomada do crescimento pelo embrido ou germinacéo de sementes € um
evento fisiolégico que depende da qualidade da semente e de fatores abidticos,
como suprimento de agua e oxigénio e a adequacdo de temperatura, luz e
substrato, sendo que estas caracteristicas “6timas” variam entre as espécies
vegetais (SALOMAO et al., 2003). Durante o ciclo de vida das plantas com
sementes, a germinacdo constitui-se em um estagio critico do desenvolvimento.
Esta se inicia com a entrada de 4gua na semente e durante esta fase, as células
do embrido mudam para um estado metabolicamente ativo, no qual ocorrem
complexas mudancas fisiolégicas e bioquimicas (SHEORAN et al. 2005). Essas
complexas alteracbes metabdlicas sdo finalizadas com a protrusdo da radicula
através das estruturas envoltérias da semente, marcando, em nivel fisiolégico, o
final da germinagdo propriamente dita e o inicio do crescimento da plantula
(CARDOSO, 2004).

O alongamento da radicula embrionéria ocorre por expansédo, seguido de
divisdo das ceélulas. Geralmente a preparacédo para divisdo celular ocorre antes da
protrusdo da radicula e requer a iniciacdo do ciclo celular. O inicio deste ciclo
envolve a sintese de DNA e a regeneragdo do citoesqueleto microtubular. Os
microtubulos, constituidos por polipeptideos de a e [ tubulina, tem um papel
importante na expanséo celular e na mitose. Em sementes de tomate, acontecem
divisbes celulares na radicula embrionaria antes da protrusdo. Porém estudos
com outras espécies na presenca de inibidores da mitose mostraram que a mitose
ndo é essencial para o acumulo de tubulina e para a protrusao radicular (DE
CASTRO & HILHORST, 2004).



As técnicas de Western blotting e microscopia de imunofluorescéncia sao
ferramentas importantes utilizadas para avaliagdo dos niveis de tubulina e a
localizagdo e organizacdo do citoesqueleto microtubular (JING et al.,1999).
Fazendo-se um breve levantamento do numero de trabalhos e de resultados
cientificos que ja foram gerados e/ou adaptados para Jatropha curcas L. aqui no
Brasil, como dados de producao, produtividade, teor de 6leo, etc, percebe-se que
ainda h4 muito que fazer em termos de pesquisa, desenvolvimento e inovacéo
tecnologica (ARRUDA et al., 2004). Adicionalmente também pode-se verificar que
sao raros estudos relacionados ao ciclo celular desta espécie durante as fases da

germinagao.

O pinhdo manso (J. curcas) é também conhecido como pinhdo-paraguaio,
template, purgueira (SATURNINO et al, 2005), pindn, physic nut (HELLER, 1996)
entre outros. A palavra Jatropha, deriva do grego iatrés (doutor) e trophé
(comida), refletindo suas propriedades medicinais. Esta espécie ocorre
naturalmente no semiarido nordestino e em paises das Américas equatoriais. No
entanto, ainda ndo esta plenamente domesticada, mas se destaca pelo potencial
oleaginoso de suas sementes, e também pela aparente rusticidade e tolerancia a
condicbes de estresses abibticos e talvez também a estresses bibticos
(SATURNINO et al., 2005). Atualmente, o pinhdo manso vem sendo considerado
como mais uma opc¢ao agricola para a regido nordeste, pois se constitui em uma
planta oleaginosa viavel para a obtencdo de 6leo como matéria-prima para o
biodiesel, com produtividade minima de duas toneladas de sementes por hectare,
levando de dois a quatro anos para atingir a maturidade produtiva, que pode se
estender por 50 anos (DRUMMOND et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os aspectos fisiologicos, citolégicos
e moleculares da germinacdo de sementes de pinhdo manso Para tanto foram
avaliados: (l) parametros fisioldgicos (matéria seca e umida, germinagéo, vigor,
tolerancia a dessecacdao); (Il) parametros moleculares por meio de avaliacdo do
acumulo de tubulina (western blotting); (Ill) parametros citolégicos através de
deteccdo imunocitoquimica de tubulina e visualizagcdo de configuragcdes do

citoesqueleto microtubular.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A caatinga e 0 Semiarido

O territorio brasileiro possui uma ampla variedade de paisagens naturais, de
beleza singular, além de inestimével valor ecoldgico, imaterial e material (LIMA et
al., 2009). Dos 8.514.876,599 km? de extensdo territorial oficial do Brasil (IBGE,
2010) a regido do Semiarido ocupa uma &rea de 955.000 km?, que se estende
entre os paralelos 3 a 17°S e os meridianos 35 a 45°W. Isto corresponde a mais
da metade da area do Nordeste e pouco mais de 10% do pais, incluindo ainda
1116 municipios delimitados pelo Bioma Caatinga (MOURA & CAMPOS, 2004;
GIULIETTI et al., 2006).

O clima desta regido € dominado por uma longa estacdo seca, com extrema
deficiéncia hidrica, e um periodo de chuvas torrenciais, curto e irregular (RODAL
et al.,, 1992). A pluviometria apresenta médias anuais que variam entre 240 a
1.500 mm, mas 50% da regido recebe menos de 750 mm, e algumas éareas
centrais menos de 500 mm (PRADO, 2003). As temperaturas médias anuais sao
relativamente elevadas, 26°C a 29°C, e as taxas médias de evaporacdo estdo em
torno de 2.000 mm por ano. A regido se caracteriza também por apresentar
terrenos cristalinos (igneos e metamorficos), praticamente impermeaveis (50%), e
terrenos sedimentares (50%), com boa reserva de agua subterranea. Os solos,
com algumas exceg¢bes sao pouco desenvolvidos, mineralogicamente ricos,
pedregosos, pouco espessos e com fraca capacidade de retencdo de agua
(ALVES, 2007).

A vegetacado da Caatinga pode ser conceituada como uma floresta de porte
baixo, com dossel geralmente descontinuo, folhagem decidua na estacdo seca e
arvores com ramificagbes profusas, comumente armadas com espinhos ou
aculeos, sendo frequente a presenca de microfilia e caracteristicas xeromorfas
(GIULIETTI et al., 2006).

O Bioma Caatinga é unico no mundo. Apresenta uma grande variedade de
paisagens, riquezas biologicas e endemismos (SEMA/BA, 2010). As florestas

nativas do Brasil cobrem aproximadamente 65% do territorio brasileiro, sendo que
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as Matas de Caatinga totalizam 0,23 milhdo de km? ou 4% das florestas do pais
(FAO, 2006). A Caatinga ocupava originalmente uma &rea maior atingindo 0,73
milhdo de km? mas pelo menos 80% de seus ecossistemas originais ja foram
alterados, principalmente por meio de a¢cfes devastadoras como desmatamentos
e queimadas, em um processo de ocupagao que comecou nos tempos do Brasil
colonia (MMA, 2010). Segundo dados da Secretaria do Meio Ambiente do Estado
da Bahia, a principal causa apontada para a degradacao dos recursos naturais
renovaveis desse Bioma é a pressao antropica, sob as mais variadas formas de
uso, com intensidade e freqUéncia superiores a capacidade de regeneracao

natural dos mesmos.

Nesta regido a demanda por recursos florestais, em propriedades agricolas e
pela industria, vem crescendo a cada dia, portanto arvores e arbustos assumem
um importante papel na economia rural. Historicamente a agricultura praticada na
regido do semiarido é némade, itinerante ou migratéria, onde os agricultores
desmatam queimam e plantam por um curto periodo (em torno de dois ou trés
anos) e mudam para outras areas repetindo a mesma pratica, na expectativa de
uma recuperacdo da capacidade produtiva dos solos, o que, entretanto vem
reduzindo consideravelmente a biodiversidade (DRUMOND et al., 2000).

Desta forma, torna-se importante o desenvolvimento de protocolos de
propagacéo e utilizacdo de espécies nativas de uso multiplo, ou de reconhecido
potencial na producdo de compostos naturais ‘uteis’. Em outras palavras,
espécies que possam ser cultivadas ou manejadas sustentavelmente, podendo
agregar significativo valor ao contexto da agricultura familiar regional. Outra
caracteristica importante é identificar espécies passiveis de serem utilizadas em
projetos de restauracdo de areas degradadas e de preservacdo da Caatinga.
Nesse sentido, sdo necessarios avancos no desenvolvimento de metodologias
adequadas que somente poderdo existir com o conhecimento das necessidades
ecoldgicas e do comportamento fisiolégico das espécies de interesse (DANIEL et
al., 1998).

A utilizagdo de espécies adequadas a ecologia das diferentes regides bem
como, o uso de sementes de boa qualidade fisiologica, € um dos fatores basicos

primordiais para o sucesso dos programas de adaptacéo e utilizacdo agronémica



de recursos genéticos vegetais (ARAUJO-NETO, 2002). Portanto, devem ser
consideradas prioritarias pesquisas sobre mecanismos de germinacdo de
sementes de espécies nativas de valor econdmico com potencial agrondmico ou

biotecnoldgico.

Nesse contexto, o pinhdo manso é considerado uma opc¢do agricola para
areas aridas e semiaridas, e na recuperacao de areas degradadas (SATO, 2009).
Trata-se de uma espécie perene e de facil cultivo, rica em 06leo, com potencial
para producdo de matéria prima para biodiesel. Outro aspecto importante € sua
adaptabilidade ao cultivo em pequenas propriedades, envolvendo assim o
pequeno agricultor na cadeia produtiva do biodiesel (PURCINO & DRUMMOND,
1986). Entretanto, trata-se de uma espécie ainda em processo de “domesticacao”
(SATURNINO, 2005).

2.2 Estresse Ambiental e Germinacdo de Sementes

Em condicbes naturais e agricultaveis as plantas estdo freqientemente
expostas aos estresses ambientais. Estresse pode ser definido como uma
pressdo excessiva de algum fator adverso que tende a inibir o funcionamento
normal dos sistemas. No caso das sementes, quando ndo levam a morte, alteram
a velocidade, o tempo e a uniformidade da germinag&o. Entretanto, os desvios em
relacdo a essas varidveis dependem tanto do grau do estresse quanto da
resisténcia da espécie a estas condi¢cdes adversas (GIAVENO & OLIVEIRA, 2003;
TAIZ & ZAIGER, 2009)

Dentre os diversos fatores ambientais capazes de influenciar o processo
germinativo, a indisponibilidade de agua € um dos mais importantes. Da
embebicado resulta a reidratacdo dos tecidos, com consequente intensificacdo do
processo respiratério e das demais atividades metabdlicas, incluindo reativacao
do ciclo celular e crescimento (DE CASTRO et al., 2000; CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000 ). Consequentemente, ocorrem também alteragcdes no perfil
de expressdo de genes em resposta a condicao de estresse hidrico por ‘seca’
(VERSLUES et al., 2006).



A aplicacdo de estresse em plantas tem sido usada para aumentar o
desempenho de sementes de espécies ornamentais e agricolas, por acelerar e
uniformizar a germinagao. O controle da hidratacdo da semente pelo emprego de
solucbes diluidas até um limite que permita a realizacdo dos processos
metabdlicos pré-germinativos, sem a protusdo da radicula, € denominado pré-
condicionamento osmotico, osmocondicionamento ou priming (BRADFORD,
1986; YOON et al., 1997). O polietilenoglicol, férmula geral HOCH,(OCH,
CH,),OH, é um dos agentes osmoticos mais utilizados nesses estudos. E
guimicamente inerte e atoxico para as sementes, possui molécula grande de alto

peso molecular, assim € capaz de simular condi¢cdes de restricdo hidrica sem

penetrar no tegumento das sementes (VILLELA et al., 1991).

Frequentemente observa-se um padrao trifasico de absorcdo de agua e
hidratacdo de sementes secas. A fase | é rapida, dirigida pelo potencial matricial
da semente seca. Trata-se de um processo puramente fisico, que depende
somente da ligacdo da agua a matriz da semente. Na fase Il, o0 metabolismo é
reativado para que haja o crescimento do embrido e a finalizagdo da germinacéo.
E também chamada de um intervalo para preparacdo metabdlica, caracterizada
por um periodo de platd, onde as sementes ndo absorvem agua (ou absorvem em
pouquissimas quantidades). Na fase lll, ocorre a protrusdo da raiz primaria, e é
observado um novo incremento no peso da semente, traduzido pelo acimulo de
agua (BEWLEY & BLACK,1994).

Até a fase Il as sementes ainda sao tolerantes a dessecacao, podendo o
processo ser estagnado e reiniciado posteriormente quando houver reidratacao.
Entretanto a partir da protrusdo radicular havera perda de viabilidade se o
fornecimento de agua for interrompido (TAYLOR, 1997; DE CASTRO et al.,
2004). Assim, para realizacdo do condicionamento osmatico, € importante se
conhecer o potencial hidrico onde a porcentagem de germinacdo é nula e o
periodo no qual as sementes deverdo estar submetidas a solugdo osmaética. Se o
fornecimento de agua for insuficiente, as sementes nao finalizardo a fase Il, e se
for excessivo, estas podem alcancar a fase Il e o0s beneficios do
osmocondicionamento serao perdidos (MARCOS FILHO, 2005).



O estudo do osmocondicionamento em sementes representa assim, uma
linha de pesquisa das mais promissoras para se entender 0S mecanismos
fisioldgicos de sobrevivéncia ao estresse hidrico, ndo obstante véarios de seus
aspectos ainda ndo foram elucidados, como, por exemplo, os efeitos da secagem
e a possibilidade de reversdo dos efeitos dos tratamentos durante o
armazenamento das sementes (CORDOBA, 1995). No entanto, pouco se sabe
sobre os mecanismos de adaptacdo das espécies nativas as condi¢cdes naturais
da Caatinga e Semiarido nordestino. Assim, faz-se importante um estudo a nivel
fisioldgico, citologico e molecular sobre a resposta de sementes de pinhdo manso

a tais condigdes (de estresse) ambientais.
2.3 Pinhdo manso

Jatropha curcas L. ou pinhdo manso pertence a familia Euphorbiaceae, cujo
género é constituido por 175 espécies tropicais e subtropicais (SANTOS et al.,
2005). Caracteriza-se por ser um arbusto de 2 a 5 metros de altura, com flores
pequenas, amarelo-esverdeadas, mondicas e produzidas na mesma
inflorescéncia. Seus frutos sdo capsulas triloculares, com uma semente em cada
[6culo (CARVALHO et al.,, 2009). A semente é relativamente grande com
tegumento rijo, quebradico e de fratura resinosa (Figura 1A). Sob o involucro da
semente existe uma pelicula branca cobrindo a améndoa; albiumen abundante,
branco, oleaginoso, contendo embrido provido de dois cotilédones largos,
foliaceos e achatados (Figura 1B) (ARRUDA et al., 2004).

(A) (B

Figura 1. Semente de pinhdo manso (Jatropha curcas L.). (A) semente com carincula bem
desenvolvida; (B) Semente evidenciando cotilédone foliaceo e eixo embriondrio sobre

endosperma.



No Brasil, ocorre praticamente em todas as regides, sempre de forma
dispersa, adaptando-se a vérias condi¢cdes edafoclimaticas, propagando-se,
sobretudo nos estados do Nordeste, Goias e Minas Gerais. De modo geral,
cresce rapidamente em solos pedregosos e de baixa umidade, nos terrenos
abandonados e nao cultivados, ndo subsistindo, porém nos locais de densa
vegetacdo, com a qual dificilmente consegue competir (HELLER, 1996). Muitas
vezes é cultivada como cerca viva, mas seu maior emprego esta na medicina
popular (EULER et al., 2004).

Uma das principais vantagens da cultura de pinhdo manso é o seu longo
ciclo produtivo que pode chegar a 40 anos e manter a média de produtividade de
sementes de 2 toneladas/ha (AZEVEDO, 2006). Por ser uma cultura perene,
favorece a conservacao do solo, pois o cobre com uma camada de matéria seca,
reduzindo, dessa forma, a erosdo e perda de &gua por evaporacdo. Essa
estratégia resulta em reducdo de danos por enriquecimento do solo com matéria
organica decomposta, reduzindo os custos de producdo, que é um fator
importante para sua viabilidade econdmica, especialmente na agricultura familiar
(PEIXOTO, 1973).

De particular importancia, suas sementes possuem um elevado teor de 6leo
(cerca de 55%), com uso apropriado para iluminacdo em lamparinas, na
fabricacdo de sabdo, na industria de cosméticos e na produgcdo de combustivel
para cozinha e biodiesel. Esse 0leo € rico em componentes de alta qualidade para
a queima, favorecendo a diminuicdo da emissdo de gases de efeito estufa pela
substituicdo de combustiveis fosseis (OPENSHAW, 2000; JONGSCHAAP et al.,
2007).

De acordo com relatorio publicado em 2010 pela Agéncia para Agricultura e
Alimentacdo (FAO) e pelo Fundo Internacional para Desenvolvimento da
Agricultura (IFAD), usar o pinhdo manso na producgao de biodiesel pode beneficiar
agricultores pobres, particularmente em regides remotas do semiarido de paises

pobres e em desenvolvimento como Mali e Tanzéania, na Africa e na india (Asia).

Por diversas razdes, essa espécie estd sendo introduzida em varios

programas de pesquisa e de desenvolvimento rural no Brasil e em muitos outros



paises tais como India, China, Indonésia e México, considerando-se a geracdo de
renda, emprego e 0 aumento na eficiéncia de processos rurais, agricolas e
tecnoldgicos. No entanto, trata-se de uma espécie que carece ainda de pesquisas
e dados cientificos que venham consolidar suas caracteristicas potencialmente
favoraveis. (DE CASTRO & LEAL, 2009).

2.3.1 Breve historico da espécie

A delimitacdo da area original de distribuicdo do pinhdo manso tem sido
objeto de longos debates, mas atualmente existe um acordo crescente de que o
centro de origem dessa espécie € o México e a parte continental da América
Central. Também ocorre naturalmente no Brasil, Bolivia, Peru, Argentina e
Paraguai (ACHTEN et al., 2008). Foi introduzida por navegadores portugueses,
em fins do século XVIII, nas ilhas de Cabo Verde e em Guiné, de onde mais tarde
foi disseminada pelo continente africano. Atualmente é encontrada em quase
todas as regides intertropicais, estendendo sua ocorréncia da Ameérica Central a
india, Filipinas e Timor, até mesmo as zonas temperadas, em menor propor¢io

(GINWAL et al., 2004).

Soa assim a mais antiga referéncia do que poderia ser o pinhdo manso no

Brasil:
“Das ervas mediginais e outras qualidades occultas

Alem das arvores do Salutifero balsamo, e 6leo de copaibba, de que ja fis
mencao no cap. 6° ha outras, que destilldo de si mui boa almecega pera as
boticas: Outras chamadas c¢arsafraz, ou arvores de funcho, porque cheirdo a elle,
cujas raizes e o /I préprio pao pera infermidades de humores frios He tam
medicinal, como o pao da china. Ha arvores de Canafistula brava assi chamada
porque se da nos matos; e outra que se planta, e He a mesma, que das indias.

Ha hlas chamadas and4az; que ddo castanhas excelentes pera purgas; e outras

que dao pinhdes pera o0 mesmo effeito, 0s quais tem este mistério, que se tomao

com hda tona, e pelicula sutil, que tem, provocam o vomito, € se lha tirdo,

somente provocdo a camera. Mas tem-se mais facil, e melhor a purga da batata,

ou mechuacéo; que também ha muita pellos matos.....
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Este texto encontra-se na Histéria do Brazil, capitulo VII do livro primeiro, de

Frei Vicente do Salvador, e que cobre o periodo de 1500 a 1627

A afirmacao no texto acima é reforcada pela representacédo pictorica (Figura
2), de autoria anbnima, datada de 1742, e também reproduzida na obra de Maria
Leda Oliveira (2008), intitulada “Histéria do Brazil de Frei Vicente do Salvador —

Historia e Politica no Império Portugués do Século XVII”.
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Figura 2. Pinhdo manso (Jatropha curcas L.) a esquerda e mamona (Riccinus communis L.) a
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direita. Desenho extraido do livro: “Virtude das Plantas” (anbnimo) 1742. A representacao
pictorica das plantas e animais no Brasil s@ viria a acontecer tardiamente, no alvorecer do século
XVIIl. Modificado de OLIVEIRA, 2008.

Pode-se observar que na época ja se fazia o intercambio de plantas entre as
diversas regides da Terra, ndo havendo referéncias especificas sobre a origem do

pinhdo manso.
2.4 Citoesqueleto Microtubular e o Ciclo Celular em Plantas

As células vegetais sdo cercadas por paredes rigidas que condicionam e
seus movimentos. Consequentemente, as formas das células e dos orgaos
vegetais sdo determinadas exclusivamente pela expansdo e divisdo celular.
Ambos os processos dependem de distintas matrizes de microtibulos associados

aos diferentes estagios do ciclo celular (WRIGHT et al, 2009).

O ciclo celular é a sequéncia dos processos que acontecem durante a
divisao celular, o qual depende da replicacéo ou duplicacdo de DNA, e envolve

padrbes especificos de organogénese e morfogénese, resultando em
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diferenciacdo celular (VARELA, 1975; BARLOW, 1993). Em analises mais
detalhadas em niveis citolégico e molecular, o ciclo celular envolve o ciclo
cromossémico, no qual a sintese e duplicacdo de DNA acontecem durante a
intérfase, e o ciclo mitético, o qual leva a divisao celular (GUNNING & STEER,
1996).

O citoesqueleto microtubular proporciona uma organizacédo espacial e serve
como arcabouco para os movimentos das organelas e de outros componentes
celulares e apresenta papéis fundamentais nos processos de mitose, meiose,
citocinese, depésito da parede, manutencdo da forma celular e diferenciacédo
celular (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Os microtibulos sdo o0s principais componentes do citoesqueleto.
Constituem-se de heterodimeros contendo duas cadeias polipeptidicas de a-
tubulina e B-tubulina, cada um com um peso molecular em torno de 50-55 kD
Figura 3). Possuem a forma de cilindros ocos com 25 nm de diametro externo.
Estdo relacionados com o ciclo celular por meio de distintas reorganizacdes de
sua matriz configuracional, ou seja, matriz cortical da intérfase, banda pré-

préfase, fuso e matriz do fragmoplasto mitético (DE CASTRO, 2000).

}— 25 nm —.

Cross=sectional
view

Longitudinal
view

Figura 3. Modelo esqueméatico de um microtibulo em vista longitudinal e transversal. Cada
microtubulo é composto por 13 protofilamentos. A organizacdo das subunidades de a e 8 tubulina
também esta ilustrada. Modificado de KLEINSMITH & KISH, 1995.



12

Durante a intérfase, os microtubulos sdo encontrados predominantemente no
citoplasma cortical e estdo arranjados de forma irregular, paralelamente entre si e
perpendicularmente ao eixo principal de expansado de células. Evidéncias indicam
que, na maioria das células, os microtubulos corticais estdo envolvidos na
orientacdo das microfibrilas de celulose durante a sintese da nova parede celular
e, portanto, desempenham um papel importante no estabelecimento do eixo de
alongamento celular. Antes da mitose, a matriz cortical da intérfase €
gradualmente substituida pela Banda Pré-Préfase (BPP), um anel de microtibulos
corticais que circunda o nucleo (Figura 4A) e prevé exatamente a localizacao final
da placa celular (futura parede celular) das novas células formadas na citocinese.
Logo, a BPP esta diretamente envolvida com o plano de divisdo celular
(GODDARD et al., 1994; KOST & CHUA, 2002).

Figura 4. Micrografias de fluorescéncia em sec¢fes longitudinais de radiculas de pinhdo manso

(J. curcas L.) apresentando diversas configuracdes mitéticas. (A) banda pré-profase; (B) fuso

mitético e (C) fragmoplasto. As barras indicam 25um.

7

O fuso mitético € um aparato complexo e altamente organizado que
substituira gradualmente a BPP. O fuso mit6tico das células vegetais (Figura 4B),
nas quais ndao ha centrossomo, origina-se de uma zona difusa. Consiste de
multiplos focos nos polos opostos da célula, estendendo-se em direcdo ao plano
equatorial, em arranjos quase paralelos. Quando os cromossomos se separam e
os feixes de microtibulos do cinetécoro desaparecem, a matriz do fragmoplasto
mitotico (Figura 4C) comeca a aparecer no plano equatorial do fuso. O
fragmoplasto consiste de um anel duplo de microtibulos e reticulo
endoplasmatico que se forma no final da anafase ou inicio da tel6fase, a partir das
subunidades de tubulina dissociadas do fuso. Parece estar diretamente envolvido
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no transporte de vesiculas contendo material para a sintese de novas células da
placa celular (GODDARD et al., 1994; TAIZ & ZEIGER, 2009)

A germinacao de sementes depende do crescimento celular do embrido, em
gue a acumulacdo e polimerizacdo de tubulinas, bem como a organizacdo do
citoesqueleto microtubular assumem os principais papéis. As configuracdes dos
microtibulos mudam durante o alongamento e divisdo celular. As técnicas de
Western blotting e imunofluorescéncia, juntas, podem ser empregadas para
estudar os niveis da proteina tubulina, a localizacdo e organizacdo do

citoesqueleto microtubular (JING et al. 1999).

Os avancos das modernas abordagens na investigacdo em células, incluindo
as diversas abordagens gendmicas, genética molecular e novas tecnologias de
imagem, fornecem subsidios para entender melhor a forma, a funcdo e a
regulacdo do citoesqueleto de plantas (WASTENEYS & YANG, 2004). Devido a
sua importancia (manutencdo da forma celular e determinacdo dos padrdes de
alongamento e divisdo celular), o citoesqueleto de plantas € um assunto de
pesquisa ativa (SMITH, 2003).

Para o estudo de sua estrutura, os elementos constitutivos devem se tornar
visiveis. No entanto, utilizando microscopia eletrénica é dificil de observar todo o
citoesqueleto através de grandes volumes de citoplasma. Essa dificuldade é
superada por métodos baseados em imunocitoquimica, que consiste em marcar o
citoesqueleto com anticorpos anti-tubulinas para a observacdo através do

microscépio de fluorescéncia (BASKIN et al, 1992).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material biolégico e conducado dos ensaios

As sementes de pinhdo manso utilizadas foram pré-selecionadas com base
no potencial para producdo de Oleo para biodiesel pela Empresa Baiana de
Desenvolvimento Agricola S.A. (EBDA) e pela subsidiaria Petrobras
Biocombustiveis na Bahia, como instituicbes parceiras neste estudo. Foram
realizadas pré-avaliacdes de germinabilidade para quatro diferentes lotes, sendo
escolhidos para o presente estudo os dois lotes que apresentaram menor
(Janauba/MG) e maior (Irard/BA) porcentagens de germinacao.

As sementes do acesso de Janauba representam um lote de sementes
colhidas na Unidade Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de
Minas Gerais (EPAMIG) em Janauba, municipio situado no norte de Minas
Gerais. Depois de colhidas, as sementes foram doadas a Universidade Federal de
Lavras (UFLA), também em Minas Gerais, onde se encontravam a mais de 12
meses armazenadas em sacos de aniagem em galpao aberto. Ja o acesso de
Irara representava um lote de sementes colhidas na fazenda Porteiras, municipio
de Irara, Bahia, e armazenadas a cerca de dois meses em sacos de plastico em
galpao semi-aberto, na Unidade Experimental da EBDA deste mesmo municipio.

Uma vez recebidas (2008), as sementes foram devidamente identificadas e
armazenas em geladeira (4°C) em sacos plasticos até o inicio dos procedimentos
experimentais em laboratorio. Para os dois acessos, as sementes foram
caracterizadas quanto ao tamanho, peso fresco de mil sementes, massa seca e
teor de umidade. Para os ensaios fisiol6gicos, as sementes foram previamente
desinfestadas superficialmente em solucdo de hipoclorito de sodio a 5% por 10
minutos e posteriormente enxaguadas por 5 (cinco) vezes em agua destilada
(BRASIL, 2009).

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e
Bioprodutos (ICS/UFBA), na Unidade de Microscopia Eletronica do Centro de
Pesquisa Goncalo Moniz — Fundacdo Oswaldo Cruz e no Laboratério de
Microbiologia (ICS/UFBA).
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3.2 Caracterizagéo inicial dos lotes

3.2.1 Biometria e peso de mil sementes

As medidas biométricas foram tomadas com auxilio de paquimetro digital
(Marathon) com precisao de 0,01 mm. Foram selecionadas aleatoriamente 250
sementes (5 repeticobes de 50) e analisadas as seguintes dimensdes:
comprimento (medida do apice a base/hilo ao lado oposto), largura e a espessura
(regido mediana). Para obtencao do peso fresco de mil sementes foram utilizadas
10 repeticbes de 100 sementes. Cada repeticdo foi pesada separadamente em
balanca analitica com precisdo de 0,0001g e o calculo realizado conforme

recomendacdes das Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009).
3.2.2 Teor de umidade

Para determinacdo do teor de umidade das sementes, foram utilizadas 4
repeticoes de aproximadamente 5 g de sementes, partidas em quatro partes com
auxilio de um estilete, e submetidas ao método de estufa a 105 + 3°C por 24 h. O
valor foi expresso em porcentagem de massa fresca das sementes, conforme

recomendacdes das Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).

3.3 Avaliacgéo fisioldgica

A qualidade fisiolégica das sementes de pinhdo manso pertencentes aos
dois acessos (Irard e Janauba) foi testada mediante a exposi¢cdo das sementes a
restricdo hidrica por osmocondicionamento. O pré-tratamento de restricdo hidrica
foi realizado por hidratacdo das sementes secas, por 7 (sete) dias, em solucao
osmoética de polietilenoglicol (PEG 8000, potencial osmético de -0,8 MPa)
preparada de acordo com Villela et al. (2001). As condicdes de
osmocondicionamento foram pré-definidas com base nos ensaios de Loureiro et
al. (2008), a partir das quais se verificou total impedimento da germinacao de

sementes de pinhdo manso.

Para testar a qualidade fisiolOgica inicial dos lotes as sementes de pinhéo

manso em estudo foram submetidas aos seguintes tratamentos:
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(1) Sementes secas submetidas diretamente a embebicdo em agua, sem
osmocondicionamento (Controle);

(2) Sementes osmocondicionadas submetidas frescas a embebi¢cdo em
agua (Osmocondicionadas-Frescas);

(3) Sementes secas ap0s osmocondicionamento e submetidas a

embebicdo em agua (Osmocondicionadas-Secas);

As avaliagdes fisiologicas constituiram-se de parametros a partir de do teste
de germinacao, conduzido com sementes previamente desinfestadas, dispostas
uniformemente entre trés folhas de papel de germinacéo estéril, umedecido com
agua destilada ou com solucdo osmdética em volume equivalente a trés vezes o
peso do papel substrato (7 mL), e incubadas em camara de germinacao

(Eletrolab, Mod. EL202) ajustada a temperatura de 25°C, na auséncia de luz.

Para cada tratamento utilizou-se 5 repeticdes de 20 sementes (totalizando
100 sementes). As avaliacbes foram realizadas diariamente tanto para as
sementes embebidas diretamente em agua (Controle), quanto para as sementes
embebidas inicialmente em solu¢cdo osmotica e depois em agua. O pré-tratamento
foi realizado trocando-se a solugdo osmotica a cada dois dias durante o periodo
de osmocondicionamento a fim de evitar eventual contaminacdo por
microrganismos. Ao final do pré-tratamento as sementes foram submetidas a um
fluxo de &gua destilada por 5 minutos para lavagem e eliminacdo da solucédo de
PEG-8000 sobre a superficie das sementes, e em seguida submetidas
diretamente a reembebicdo em agua (Osmo-Fresca), ou submetidas a secagem
sobre papel na bancada do laboratério por cerca de 3 dias até equilibrio do teor
de umidade inicial dos diferentes lotes de sementes (entre 6 e 9%), sendo

posteriormente submetidas a reembebicdo em agua (Osmo-Seca).

Os parametros avaliados foram: porcentagem de germinacdo (emisséo de
raiz priméria), indice de velocidade da germinacdo (IVG,) tempo médio da
germinacdo (Tm), velocidade meédia da germinacdo (Vm) e coeficiente de
uniformidade da germinacédo (CUG) (MAGUIRE, 1962; BRASIL, 2009). Os dados
foram submetidos a analise de variancia. A diferenca entre as meédias foi

analisada pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se para tal o
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programa SISVAR 5.0 desenvolvido pela Universidade Federal de Lavras
(FERREIRA, 2000).

3.4 Avaliagcdo molecular

3.4.1 Extracdo de proteinas totais

a) Preparo das amostras

Para avaliar a presenca de B-tubulina em sementes de pinhdo manso, foram
utilizadas 3 repeticdes de 15 radiculas (cerca de 2 mm) isoladas a partir de eixos
embrionarios de sementes ndo germinadas e germinadas. As sementes foram
colocadas para embeber em caixas gerbox entre 3 folhas de papel germitest,
umedecidas com quantidade de &gua destilada (0 MPa - Controle) ou com
solugédo de PEG 8000 (-0,8 MPa) equivalente a 3 vezes o peso do substrato e
mantidas em camara de germinacéo (Eletrolab, Mod. EL202). a 25°C, sob escuro
continuo. A coleta do material dos dois acessos e tratamentos ocorreu em

intervalos conforme descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Esquema de isolamento de radiculas para cada tratamento.

Acessos Tratamentos Tempos de Coleta

Radiculas extraidas de sementes secas

Radiculas extraidas apés 24 horas de semeadura

Agua Radiculas extraidas apés 48 horas de semeadura

Radiculas extraidas apés 72 horas de semeadura em

0,0 MPa/25°C  sementes ndo germinadas
Irara e

3 b Radiculas protrudidas, extraidas apds 72 horas de semeadura
anauba
(acesso Irara) e 96 horas (acesso Janalba)

Radiculas extraidas apds 24 horas de semeadura

PEG 8000 Radiculas extraidas apés 72 horas de semeadura

0.8MPa/25°C Radiculas extraidas apos 120 horas de semeadura

Radiculas extraidas apds 168 horas de semeadura.

O tegumento foi retirado de sementes ndo germinadas, expondo 0 eixo
embrionario a partir do qual a radicula era isolada (Figura 1A), ao passo que em
sementes germinadas, as radiculas expostas foram isoladas diretamente sem a

necessidade de retirada do tegumento. As radiculas foram isoladas com auxilio de
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pinca (Figura 5A) e em seguida colocadas em microtubos (Figura 5B), que por
sua vez eram imersos imediatamente em nitrogénio liquido para congelamento
instantdneo, e posteriormente armazenado em freezer -80°C até procedimentos

posteriores.

a

Figura 5. Coleta das radiculas para extracao de proteinas totais. (A) Coleta; (B) armazenamento

de material.

b) Obtencéo dos extratos

A extracdo de proteinas foi feita baseada no protocolo elaborado por em
Laemmli (1970) modificado, com ajuste do pH da solugdo tampado de extracdo
para 9.0 (DE CASTRO et. al. 1998). As radiculas embrionarias foram trituradas
em nitrogénio liquido com auxilio de bast6es de vidro previamente autoclavados.
Em seguida as amostras foram pesadas em balanca analitica e a solucédo tampéao
de extracdo foi adicionada na propor¢do de 1:1 (mg/ul). O extrato foi
homogeneizado em agitador tipo vortex (lka, mod. MS 3) e aquecido em banho-
maria (Polyscience, mod. POL00010) a 100°C durante 10 minutos. Apds a
desnaturacdo das proteinas por aquecimento, o extrato foi centrifugado a 4°C
durante 15 minutos a 14.000 RPM em centrifuga refrigerada (HETTICH mod.
320R). O sobrenadante foi coletado e dividido em aliquotas de 20 uL, congelado
em ultrafreezer a -80°C (Sanyo mod. MDF U53VC).

c) Determinacdo da concentracao protéica dos extratos

Para a quantificacdo das proteinas das amostras, utilizou-se o0s
procedimentos do Kit “Micro-protein” (Bio-Rad, cod. n° 500-0002), modificado a
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partir dos métodos descritos por Lowry et al. (1951) e Bradford (1976). Para a
andlise das amostras foi utilizada uma aliquota de 1 pL do extrato bruto diluido em
799 uL de agua ultrapura (Millipore, Milli-Q) totalizando 800 uyL. Essas amostras
foram preparadas em microtubos de 1,5 mL e acrescentado a elas 200 pL do

reagente de Bradford (reagente de cor), contido no kit BIO-RAD Protein Assay.

As leituras foram feitas em espectrofotometro (Analyzer 850M), no
comprimento de onda de 595 nm, e o célculo realizado utilizando a curva de
calibracdo obtida a partir de diluicdo da solucdo estoque padrdo de albumina
sérica bovina — BSA (1440 pg.mL™, Molecular probes cod. n® T-7451). Os padrdes
foram preparados diluindo-se a solucado estoque de BSA, de maneira a obter
solucbes padrdes com as seguintes concentragdes: 0 (branco); 0,5; 1,0; 2,0; 4,0;
6,0; 8,0 e 10,0 pg.mL'l, acrescentado-se a estes 200 uL do reagente de Bradford
e procedendo-se a leitura da absorbéancia para posterior quantificacao.

3.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

Foram preparados géis de poliacrilamida (PAGE - “Polyacrylamide Gel
Electrophoresis”) contendo Dodecil Sulfato de Sédio (SDS — “Sodium Dodecyl!
Sulfate”) na concentracdo de 12,5% de acrilamida (Sigma-Aldrich, cod. n°® A3553),
conforme Tabela 2.

Tabela 2. Protocolo de preparacdo do gel de eletroforese SDS-PAGE (Laemmli, 1970, De Castro
et al. 1998).

Gel separador  Gel empilhador

Solugdes (12.5%) (4%)
Solucéo estoque de acrilamida (Sigma-Aldrich, cod. n®
A3553) 6,25 mL 670 pL
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 (GE, cod. N° US75825) 3,75mL e
Tris-HCI 0,5M pH 6,8 (GE, cod. N° US75825) e 1,25 mL
SDS 10% (Sigma-Aldrich, cod. n® L3771) 150 pL 50 pL
Agua Bidestilada 4,8 mL 3mL
Igzl\ﬁ? (tetrametilenodiamina) - (Sigma-Aldrich, cod. n 22 uL 10 L

0, oni - o . -

élF;S 10% (persulfato de amdnio) -(GE, cod. n°® 17-1311 150 pL 70 uL
Volume final 15 mL 5mL

Apds o preparo, a solucdo de gel separador foi aplicada entre as placas de

vidro com o auxilio de pipeta graduada, até a extremidade inferior do pente
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(aproximadamente 1,5 cm). Apds a polimerizacdo foi aplicada solucdo de gel
empilhador, e inserido o “pente” na parte superior do gel. Cada gel era composto
de 10 pocos, sendo que no primeiro foram aplicados 15 pL do marcador High-
Range Rainbow (12 — 225 KDa, Amersham, cod. n°® RPN756E). No segundo poco
foi aplicado padrdao de tubulina pura de bovino na concentragdo de 30 ng
(Molecular probes cod. n° T-7451). Nos demais pocos foram aplicados as
amostras diluidas em solugdo tampdo de amostra contendo azul-de-bromofenol
(GE cod. n° 17-1329-01), conforme a concentracgdo total de proteinas, totalizando
15 pL. Posteriormente esses géis foram usados para os ensaios de Western

Blotting.

Para o gel corado com prata, 0s po¢os com amostras tinham: a seguinte
concentracdo: 10uL de amostra e 5 pL de tampé&o de amostra contendo azul-de-

bromofenol.

A programacdo de corrida para cada gel foi de 250V e 20mA (fonte GE
EPS 601, cod. n° 18-1130-02), executada em aparelho de eletroforese vertical
(Bio-Rad mod. Mini-Protean).

3.4.3 Western blotting

a) Transferéncia eletroforética

Foi preparado 500 mL do tampéo de transferéncia (1,5g de Tris 25 mM, 7,2g
de Glicina 192 mM e 50 mL de Metanol, pH 8,7) (DE CASTRO et. al. 2000). Apés
a corrida os géis foram identificados (com cortes) e imediatamente medidos e
mergulhados no tampé&o de transferéncia. A faixa dos geéis contendo as bandas de

interesse (55 KDa) foi cortada com o auxilio de uma régua ou placa de vidro.

Os papeis para blotting (GE, cod. n°® 80-6211-29) foram mergulhados no
tampdao de transferéncia, enquanto que a membrana de Fluoreto de Polivinilideno
- PVDF (GE, doc. N° RPN2020F), por ser hidrofébica, foi primeiramente
mergulhada em metanol e posteriormente lavada agua bidestilada para retirada
do mesmo e depois colocada no tampao de transferéncia por no minimo 5
minutos. Foram transferidos para o equipamento de eletrotransferéncia (GE TE 77

PWR, cod. n° 11-0013-42) 3 folhas do papel para blotting (cortados na mesma
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medida do gel) embebidos com tampéo de transferéncia, colocados um a um,

cuidadosamente, para evitar a formagao de bolhas.

A membrana de PVDF umedecida foi disposta sobre os 3 pedacos de papel
para blotting. Em seguida foi colocada a faixa de gel e sobre este mais 3 folhas do
papel para blotting embebidos com tampdo de transferéncia, formando um

sanduiche (Figura 6).

[ }————=> Papel p/ Blotting
/

(e e e e e Gel de Poliacrilamida

( }————— Membrana de PVDF

[ ~

l )%\’P I p/ Blott
apel p/ Blotting

[ 2

I +++++++Catodo++ +++ + + I

Figura 6. Representacdo esquematica da confecgao do “sanduiche” de Western Blotting.

Em seguida o equipamento foi fechado com cuidado, sem forcar a tampa,
evitando-se a formagdo de bolhas de ar no sanduiche de Western Blotting. Apos
este procedimento foi iniciada a eletrotransferéncia, sendo equipamento ajustado

para um periodo de transferéncia com duracao de 2horas a 80 mA.
b) Imunodeteccéo de B-tubulina

A membrana descorada passou por duas lavagens com solu¢do tampéao
salina de Tris contendo Tween-20 (TBST) (Tween-20, Sigma-Aldrich, cod. n°
P9416) e em seguida foi incubada em solugéo bloqueadora 1% (p/v) (Roche, cod.
n° 11 096 176 001) durante a noite em geladeira (4°C). No dia seguinte foi
colocada em um tubo tipo falcon de 50 mL para incubacdo durante uma hora em

anticorpo primario (anti-p-tubulina/ anticorpo monoclonal de rato contra a -
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tubulina — Chemicon, cod. n°® MAB3408) diluido em solucdo bloqueadora 5% (p/v)
e com demais solugdes utilizadas nas etapas de imunodeteccéao.

Apés incubacdo em anticorpo primario, a membrana foi lavada com TBST (2
X 10 minutos) seguida de 2 lavagens de 10 minutos em solucé&o bloqueadora 5%
(p/v). Apds essa etapa de lavagem, a membrana foi incubada por 1 hora em
anticorpo secundario (anticorpo secundario de caprino, contra rato, conjugado
com peroxidase — Chemicon, cod. n® AP300P) diluido em solucdo bloqueadora
5% (p/v). Em seguida a membrana foi submetida a uma nova serie de lavagens (4
X 15 minutos) em TBST, e finalmente submetida a deteccdo das bandas de [3-
tubulina por meio da reacdo da peroxidase com o kit de substratos de
guemiluminescéncia (Roche, cod. n°® 11500708001). Para tanto, as solucdes de
deteccdo do kit (Solucdo A e B) foram retiradas da geladeira na penultima
lavagem da membrana, para atingirem a temperatura ambiente (25°C) durante a

quarta e ultima lavagem.

Apos a ultima lavagem com TBST a membrana foi deitada em um cassete de
revelacdo fotografica, do mesmo tipo para revelacao de filme de raio-x, de modo
apropriado com o lado das proteinas virado para cima, e 0 reagente de deteccao
(Solucdo A+B) foi derramado lentamente sobre a mesma por um periodo de
incubacdo de 1 minuto Em seguida o excesso do reagente de deteccao foi
drenado e a membrana posicionada entre duas transparéncias dentro do cassete
de revelacdo, sendo estas levemente umedecidas com a solucdo de deteccdo
evitando a secagem da membrana e a presenca de bolhas de ar sobre a mesma.
O cassete foi entdo levado para uma sala completamente escura, onde folhas de
filmes especificos para western blotting (Amersham Hyperfiim-ECL, GE, cod. n°®
28-9068-36) foram cortados em 4 pedacos (em medidas pouco maiores que a
membrana) e marcados para posterior identificacdo. Em seguida, o cassete foi
aberto e os filmes expostos por periodos de 1, 5 10 e 20 minutos,
respectivamente, fazendo-se a captagdo da quimiluminescéncia das bandas nos

filmes,

A revelagéo dos filmes foi conduzida no mesmo ambiente escuro, colocando
os filmes imersos durante 5 minutos em solugédo reveladora (Kodak, cod. n°

8610248) evitando-se o0 contato entre os mesmos. Em seguida foram lavados em
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agua destilada e imersos em solucao fixadora (Kodak, cod. n°® 1562826) por no

minimo 5 minutos, lavados em agua e postos para secar.

3.5 Avaliacao Citolégica

3.5.1 Emblocamento das amostras

Radiculas de sementes ndo germinadas e germinadas de pinhdo manso
foram isoladas seguindo o mesmo esquema experimental da Tabela 1, e
submetidas a procedimentos preparativos em nivel citolégico para imunodetecgéo
de PB-tubulina e visualizacdo de possiveis configuracbes de citoesqueleto
microtubular. Os procedimentos preparativos envolveram 4 etapas: fixacao,
desidratacéo, infiltracdo, e emblocamento dos das radiculas em resina BMM (buitil

e metil metacrilato).

O processo de fixacdo consistiu na imersdo das radiculas em
Paraformaldeido (PFA) a 4% (p/v) mais tampado estabilizador de microtabulos
(MSB, 50mM PIPES, 5mM EGTA, 5mM MgS04.7H20, 2.5g KOH, pH 6.9), sendo
agitados constantemente por 4 horas, seguida de uma serie de lavagens em
tampdo MSB (4 X 30 minutos). A etapa de desidratacdo fora realizada
gradativamente com trocas sequenciais de solu¢des de etanol a 10, 30, 50, 70, 96
e 100% (etanol absoluto), contendo ditiotreitol (DTT, 10 mM). A desidratacdo com
séries de solucdes de etanol a 10, 30 e 50% foi realizada em intervalos de 30
minutos sob temperatura ambiente (20-25 °C) e leve agitacdo. A desidratacdo em
solugéo de concentracdo de 70% de etanol foi realizada sem agitacdo durante o
periodo noturno (overnigth) em geladeira (4 °C), enquanto que a desidratacao
com as séries de etanol a 96% e 100% foi realizadas sob leve agitagédo durante 1
hora, sob temperatura ambiente. A etapa de infiltracdo também foi realizada de
forma gradativa, com trocas sequenciais de solucdes de etanol: BMM (3:1/ 1:1/
1:3) a cada 2 h, seguida de uma etapa final apenas com BMM a 100% durante o
periodo noturno (overnight). Por fim as amostras foram acondicionadas em
capsulas preparativas para inclusdo em fundo coénico (Electron Microscopy, cod.
n® 70020) contendo BMM 100%, sendo em seguida submetidas & polimerizacao

sob luz ultravioleta por 12 h ou overnight, em freezer a -20°C.
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3.5.2 Seccionamento, Imunomarcacao e Microscopia

Os cortes anatdomicos das radiculas de pinhdo manso foram realizados em
ultramicrétomo (Reichert-Jung, mod. ULTRACUT E), no qual foram produzidas
secOes semi-finas com cerca de 1um de espessura, colocadas sobre gotas de
agua em laminas preparativas para microscopia. O enrrugamento das seccodes foi
removido estirando-as com vapor de cloroférmio, usando-se um cotonete
saturado com cloroférmio, posicionado bem proximo a superficie da seccéo
flutuando sobre a gota de 4gua. Em seguida as laminas foram postas a aquecer
brevemente sobre chapa aquecedora a 60°C até evaporar toda agua e haver a

fixacdo das seccdes plenamente estiradas a lamina.

As etapas para imunodeteccdo de tubulina consistiram em sequencias
alternadas de lavagens, emblocamentos e incubacdes em anticorpos. As laminas
foram inicialmente lavadas em acetona (2 X 7 min) para retirada completa da
resina de BMM, seguido de lavagens em solucédo tampéao salina de fosfafo (PBS —
Phosphate buffered saline) (2 X 10 min) e bloqueamento das secc¢cfes com cloreto
de hidroxilaménio (HAH, 0,1M) (1 X 5 min) (Sigma-Aldrich, cod. n® 5470-11-1),
BSA frag&o-V (BSA-V - Aurion, cod. n° 900.011) e BSA acetilado (BSAc - Aurion,
cod. n° 900.099). As secOes foram entdo incubadas em anticorpo primario
monoclonal anti-a-tubulina produzido em camundongos (Clone DM 1A, Sigma-
Aldrich, cod. n® T9026) diluido 1:100 (v/v) em BSAc, seguido de lavagens em PBS
(4 X 15 min), e nova incubacdo com anticorpo secundario contra camundongo
produzido em caprino e conjugado com Alexa Fluor® 488 (Clone B-5-1-2,
Invitrogen — Molecular Probes, cod. n° 32-2588) diluido 1:100 (v/v) em BSAc. Por
fim procedeu-se a cobertura das sec¢cdes com glicerol (CITIFLOUR AF-3, Electron
Microscopy, cod. n°® 17972-25) e laminula para a deteccdo e visualizacdo de

tubulina e/ou microtubulos.

As fotomicrografias das sec¢Bes foram obtidas através de camera digital

acoplada microscopio de fluorescéncia Olimpus QC Collor 3.
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3.6 Morfologia da radicula do embrido

Sementes de pinhdo manso foram desinfestadas superficialmente
conforme ensaios fisiologicos e colocadas, embebidas em agua, em camara de
germinacdao tipo B.O.D. a 25° C sem fotoperiodo. As radiculas foram coletadas
nos seguintes periodos de embebicdo: Oh (semente seca), 24 horas, 48horas e 72
horas (radiculas protrudidas e ndo protrudidas). Em seguida foram analisadas e

fotografadas em lupa binocular.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacéao inicial dos lotes

As sementes de pinhdo manso do acesso Janauba apresentaram valor
médio de 719,15g para peso fresco de mil sementes contra 684,30g para o
acesso de Irara, enquanto que os teores de agua nos dois acessos foram de 9,4%
e 6,5%, respectivamente (Tabela 3). Estes valores representam diferenca
significativa entre os dois acessos, que por sua vez sao distintos do peso fresco
de mil sementes de 466,659 sob teor de agua de 8,75%, também verificado em J.
curcas por Dantas et al. (2007). Entretanto, ndo foi verificada diferenca
significativa de massa seca entre as sementes dos dois acessos analisados
(Tabela 3), de modo que a diferenca entre 0os acessos para 0 peso de mil

sementes esté diretamente relacionada com o teor de agua dos mesmos.

Tabela 3. Relacdo entre Germinabilidade, Teor de umidade, Massa seca e Volume de sementes

de pinh&o manso (J. curcas) provenientes de dois de dois acessos.

Acessos Peso de mil sementes (g) Massa Seca (g) Teor de Umidade (%)
IRARA 684,29 b 3,95a 9,37 a
JANAUBA 719,15 a 4,03 a 6,53 b
Média Geral 701,72 3,99 7,95
CV (%) 1,23* 3,93"° 5,04*

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%.
*significativo a 5%, "° néo significativo.

Os teores de agua verificados apresentam-se dentro dos limites de 5 a 10%
do peso fresco e manutencdo da viabilidade das sementes em estado
desidratado, comum as espécies de sementes ortodoxas (ROBERTS, 1973;
ELLIS et al., 1990; HONG & ELLIS, 1996). A variacao do teor de agua verificada
entre 0s acessos analisados pode estar relacionada as condicbes ambientais dos
diferentes locais de produgdo das sementes, ou ainda as condi¢bes de secagem,
beneficiamento e armazenamento (BEWLEY & BLACK, 1994), ressaltando que as
sementes foram mantidas armazenadas em localidades distintas e em local
aberto sem controle das condicbes de armazenamento até que fossem
transferidas para sacos plasticos e submetidas a baixa temperatura (refrigerador)

antes das analises laboratoriais. Dentre os diversos fatores possiveis, o maior teor
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de umidade das sementes de Irard pode estar aliado ao fato de ser um lote jovem,
colhido recentemente quando comparado ao lote antigo oriundo do acesso de
Janauba armazenado na UFLA, em Lavras, Minas Gerais. A manutencao das
sementes por longos periodos, apds a coleta, em locais abertos na UFLA pode ter
favorecido a reducédo do teor 4gua nas sementes de Janauba, em funcéo da baixa
umidade relativa do ar, o que é comum na regido de Lavras no sul de Minas

Gerais.

Quantos as dimensbes e analise morfométrica, as sementes do acesso
Janauba apresentaram em média 18,17 mm de comprimento, 10,77 mm de
largura e 8,69 mm de espessura, enquanto que as sementes do acesso de Irara

apresentaram, respectivamente, 18,36mm, 11,37 mm e 8,59 mm (Figura 7).
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Figura 7. Comparacdo das medidas de comprimento, largura e espessura (mm) em sementes de
J. curcas provenientes de dois acessos (Irard e Janadba). Colunas com mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste Tukey a 5%.

As andlises estatisticas demonstraram que hé& diferencga significativa entre
o comprimento e largura entre os dois acessos, entretanto ndo ha em relacdo a
espessura.Estas medidas sé&o condizentes com aquelas verificadas por Aquino et

al. (2009) estudando a morfometria de sementes de J. curcas de diferentes



28

procedéncias, 0s quais encontraram valores de 17,03 a 19,08 mm para
comprimento e 8,47 a 8,77 mm para espessura, enquanto que Hui Liu et al.
(2009) verificaram 15 a 20 mm de comprimento e 10 a 13 mm de largura. No
entanto, Ginwal et al. (2005) verificaram divergéncias morfologicas e germinativas
nas sementes de J. curcas, apontando portanto, para a necessidade de selecao e
identificagdo de caracteristicas fisicas, correlacionadas com a qualidade
fisioldgica, a fim de eliminar as sementes indesejaveis e buscar aprimoramento da

qualidade do lote.

Estudos sobre a morfometria de sementes fazem-se necessario visto a
importancia para identificacdo botanica, assim como na propagacao da espécie.
Além de permitir a identificacdo de genotipos superiores quando aliado a estudos
guantitativos de caracteres agronémicos da planta, imprescindiveis para o
melhoramento genético (JARVIS et al., 2000; REGO et al., 2007).

4.2 Avaliagdo fisiologica de sementes néo tratadas e de sementes pré-

tratadas por osmocondicionamento (efeito da restricdo hidrica).

Independente dos resultados para teor de umidade, matéria seca, e dos
demais parametros analisados, as sementes de pinhdo manso oriundas de Irara
apresentaram maior porcentagem de germinacdo (96%), indicando melhor

qualidade fisiol6gica que as sementes oriundas de Janauba (53%) (Tabela 4).
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Tabela 4. Tempo médio (Tm), velocidade média (Vm), indice de velocidade da germinacéo (IVG) de sementes e Coeficiente de uniformidade de germinacao

(CUG) de sementes de J. curcas em agua e sob restricdo hidrica (-0,8MPa) & 25°C..

Tratamentos Germinabilidade (%) Tm (dias) Vm (dias -1) IVG (sem. dia —1) CUG (dias —2)
Irara Janauba Irara Janauba Irara Janauba Irara Janauba Irara Janauba
Controle (H,0) 96 aA 53 bA 3,812 aC 4,047 aB 0,262 aA 0,248 aA 5,415aA 2,754 bA 0,751 aB 1,332 aA
Osmo -Fresca 67 aB 14 bC 4,282 aB 4,760 aAB 0,235 aB 0,215 aAB 3,354aB 0,639 bB 0,718 aB 1,350 aA
Osmo - Seca 57 aB 34 bB 4,933 aA 5,359 aA 0,203 aC 0,187 aB 2,371aC 1,296 bB 1,738 aA 1,319 aA

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%
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Este resultado parece refletir um estado de maior deterioracdo das sementes
oriundas de Janauba, podendo este aspecto ser atribuido as condi¢cdes de
producdo e secagem, mas principalmente ao maior periodo em que o lote de

Sementes envelhecidas, por sua vez, apresentam paredes celulares
enfraquecidas e as membranas celulares danificadas, retardando ou perdendo a
capacidade para se reorganizarem e reparar os danos resultantes da deterioracao
durante os momentos iniciais da embebi¢do, sendo assim mais sensiveis aos
danos causados por embebi¢cdo durante o processo germinativo, e passiveis de
lixiviacdo de compostos intracelulares, como resposta de sementes como menor
capacidade germinativa (BEWLEY & BLACK, 1994; MARCOS FILHO, 2005).

4.2.1 Efeito da restricao hidrica sobre a embebicdo e germinacéo

Em sementes de pinhdo manso a reidratacdo, ap6s tratamento com PEG
8000 no potencial de -0,8 MPa, ndo aumentou a germinabilidade, bem como néao
melhorou os outros parametros analisados, em ambos 0s acessos estudados. As
sementes oriundas de Irard4 apresentaram germinabilidade de 96, 67 e 57% para
os tratamentos controle em &agua, osmocondicionadas frescas e
osmocondicionadas secas, respectivamente. JA as sementes provenientes de
Janauba apresentaram 53, 14 e 34% de germinabilidade para os mesmos
tratamentos (Tabela 4). E significativo o decréscimo na qualidade das sementes
do acesso Irard que passaram por osmocondicionamento, sendo este aspecto
refletido na queda das porcentagens de germinacao e nas variaveis Tm e IVG que
foram negativamente afetadas pelo tratamento, apesar dos valores para o CUG

terem se elevado nas sementes osmocondicionadas secas (Tabela 4).

Esses resultados indicam que sementes vigorosas aparentemente
respondem de forma inversa ao que é esperado para o osmocondicionamento,
havendo reducdo do vigor. De modo que a eficiéncia do condicionamento
depende da qualidade inicial da semente, sendo que lotes com alta qualidade
fisiologica ndo respondem aos tratamentos de osmocondicionamento com 0s
efeitos positivos caracteristicos de envigoramento ou priming (ROSSETO et al.,
2002; SOUZA, 2009).
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Para sementes de pinhdo manso, o potencial osmotico de -0,8 MPa inibe a
germinacao. Loureiro et al. (2007) verificaram que no potencial osmotico de -0,6
MPa houve uma brusca reducéo no valor desta variavel, chegando a nulidade no
potencial de -0,8 MPa. No entanto, a intensidade da resposta germinativa ao
estresse hidrico € variavel entre as sementes de diferentes espécies. Silva et al.,
(2005) estudando o efeito do estresse hidrico sobre a germinacdo de sementes
de faveleira (Cnidoscolus juercifolius), espécie também pertencente a familia
Euphorbiaceae e endémica do semiarido nordestino, constataram que as
sementes apresentaram um limite de tolerancia maior, verificando a completa
inibicdo da germinacao a partir do potencial de -0,9 MPa. A inibicdo na protrusdo
da raiz priméaria decorrente de menor disponibilidade de &agua relaciona-se,
freqientemente, a reducbes na atividade de algumas enzimas com prejuizo ao
metabolismo geral das sementes (BEWLEY & BLACK, 1994).

Para o lote Janauba, as varidveis Vm e CUG néo foram afetadas em nenhum
dos tratamentos, contudo observou-se uma pequena melhora do Tm e na
porcentagem de germinacédo das sementes osmocondicionadas secas em relacdo
ao controle e as osmocondicionadas frescas, e uma queda nos valores do IVG em
relacdo ao controle (Tabela 4). Vale ressaltar que o valor do IVG é influenciado
pelo nimero total de sementes que germinam na condicdo do ensaio que esta
sendo conduzido, e, portanto, € adequado para comparacdes somente quando as
amostras ou tratamentos apresentarem 0 mesmo numero de sementes
germinadas (SANTANA & RANAL, 2004). As sementes oriundas de Irara
apresentaram diferenca significativa quando submetidas ao tratamento de
osmocondicionamento. Ja nas sementes provenientes do acesso Janauba, pode-
se verificar mais de 50% de incremento nos valores de emergéncia para as
sementes osmocondicionadas secas quando comparadas as osmocondicionadas

frescas.

Um dos sintomas de declinio do vigor pode ser a reducdo da velocidade e,
frequentemente, aumento do tempo necessario a germinagcao das sementes, além
da propria germinabilidade (SOUZA, 2009). As sementes tendem a perder vigor
guanto mais extenso for o periodo de armazenamento, principalmente sob

condi¢des inadequadas. No entanto, o condicionamento osmotico pode recuperar
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e aumentar o vigor de sementes envelhecidas, sendo por isso também chamado
de “envigoramento” ou priming (ROSSETO et al., 2002). Esse perfil de resposta
positiva poder ser verificado em sementes mais velhas de Physallis angulata, as
quais responderam melhor ao osmocondicionamento em virtude do efeito de
envigoramento, tanto em condicdes controladas de laboratério quanto no campo,

sujeitas as variagdes ambientais (SOUZA, 2009).

Nunes et al.(2007), avaliando o efeito do condicionamento osmotico em
sementes de J. curcas nos potenciais de -0,6 e -1,0 MPa, concluiram que o
priming ou condicionamento osmotico ndo contribuiu para uniformidade na
germinacdo e no vigor das sementes, independentemente do lote analisado.
Quando uma semente se hidrata, uma série de mudancas fisiolégicas e
bioquimicas ocorrem no embrido. Uma embebicdo prolongada, particularmente
sob baixos potenciais hidricos, apresenta uma influéncia bastante acentuada na
velocidade, sincronia e porcentagem de germinagcao das sementes. As sementes
de J. curcas, avaliadas nesse estudo, demonstraram baixa tolerancia a condicfes
de restricdo hidrica (seca), independente da qualidade fisiolégica inicial das

sementes oriundas de diferentes localidades.
4.3 Morfologia do eixo embrionério e da radicula

Para detalhar a visualizagcdo do citoesqueleto microtubular, faz-se necessario
uma descricdo da morfologia do eixo embrionario, pois esse padrdo esta
diretamente relacionado com a anatomia e com a configuracdo do citoesqueleto

durante as diferentes fases da germinagao.

O eixo embrionario das sementes de pinhdo manso é axial, espatulado, ou
seja, reto com um eixo hipocoétilo-radicula cilindrico. Caracteriza-se ainda por
apresentar hipocoétilo com diametro maior na base, préximo ao colo e menor
proximo a insercdo dos cotilédones, como descreveu Montero et. al. (2009). Além
do meristema da raiz principal, possui quatro protuberancias meristematicas na
base e regido do colo que originardo quatro raizes laterais (Figura 8A). A medida
que aumenta o tempo de embebicdo das sementes em agua , as protuberancias
tendem a ficar mais proeminentes e a raiz central com a base espessa,

afunilando-se em direcdo a coifa; (Figura 8B-E).As raizes laterais possuem o
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mesmo padrdo de desenvolvimento da raiz principal, sendo menos espessas
(Figura 8F ).

Silva et al. (2007) verificaram que o hipocétilo de Cnidosculus juercifolius
(Euphorbiaceae) tem caracteristicas semelhantes as de J. curcas como a
coloracdo verde, o aspecto ampuliforme, textura lisa, brilhoso, engrossado e
latescente. De acordo com Nunes et al. (2009), o coleto € bem definido pela
diferenca de cor e a dilatacdo que ocorre entre hipocatilo e as raizes. Afez et al.
(2005) fazendo a caracterizacdo morfolégica dos frutos, das sementes e do
desenvolvimento das plantulas de Jatropha elliptica Mull. Arg. observaram que
para essa espécie normalmente cinco raizes sdo formadas, uma central e quatro
periféricas. Essas raizes periféricas, denominadas adventicias, desenvolvem-se a

partir do colo.

7

Para Carvalho & Nakagawa (2000) o eixo embrionario é a parte mais
importante na semente, pois apresenta a capacidade de se desenvolver, gracas a
presenca de tecido meristematico nas suas duas extremidades. Em algumas
espécies, abaixo do hipocotilo situa-se apenas o meristema apical da raiz,
revestido pela coifa, mas algumas vezes a por¢ao terminal desse eixo adquire

caracteristicas de raiz antes que a sementes germine.

A morfologia do meristema apical da raiz do eixo embrionério de pinhao
manso pode estar relacionada com a adaptacdo a ambientes com restricao
hidrica., pois a absorcéo efetiva de agua pela planta se da através das raizes e ¢é
maximizado pelo crescimento destas, assim como dos pélos radiculares (TAIZ &
ZAIGER, 2009). Vale ressaltar que a raiz é o 6rgdo mais sensivel aos estresses
ambientais. O meristema apical desempenha um papel fundamental na reacao
imediata a fatores de estresse, ativando cascatas de sinais a outras orgaos da
planta (BAGNIEWSKA-ZADWORNA, 2008).



Figura 8. Morfologia da radicula de pinhdo manso em diferentes fases da germinacao. (A)
Meristema da raiz principal evidenciando quatro protuberancias meristematicas. (B, C, D e E) na
medida em que aumenta o tempo de embebicdo das sementes em agua (24h, 48h e 72h
germinada, respectivamente), as protuberancias tendem a ficar mais proeminentes e a raiz central
com a base espessa, afunilando-se em direcdo a coifa. (F) Num estdgio mais avancado de
crescimento, as raizes laterais possuem o mesmo padrdo de desenvolvimento da raiz principal,

porém S80 menos espessas.

4.4 Western Blotting de B-tubulina e visualizacdo imunocitoquimica do

citoesqueleto microtubular

Verificou-se um acumulo nos niveis de B-tubulina das amostras estudadas
a medida que aumentava o tempo de embebicdo das sementes. Em embrifes de
sementes secas foi detectado um sinal muito baixo em ambos os acessos (Figura
9A e 9C). O aumento nos niveis de B-tubulina foi detectado apés 24h de
embebicdo e um forte sinal foi detectado a partir de de 72h em sementes
germinadas (Figura 9A, bandal e 9C, banda 1°).0 uso de tubulina pura de
cérebro bovino confirmou que o sinal correspondeu a -tubulina (massa molecular
de 55 KDa).
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Figura 9. Acumulo de B-tubulina durante embebigdo em agua e sob restricao hidrica (-0,8 MPa).
Acesso Janalba (A e B) e acesso Irara (C e D).

(A) e (B) Acesso Janalba: Padrao de tubulina (30ng); 1 - Oh (sementes secas); 2 - 24h em agua;
3 -48h em agua; 4 - 72h em 4gua ndo germinado; 5 - sementes germinadas; 6 - 24h em PEG; 7 -
72h em PEG; 8 - 120h em PEG;

(C) e (D) Acesso Irara: Padrao de tubulina (30ng); 1’ - Oh (sementes secas); 2’ - 24h em agua; 3’ -
48h em agua; 4’ - 72h em agua nao germinado; 5’ - sementes germinadas; 6’ - 24h em PEG; 7’ -
72h em PEG,; 8’ - 120h em PEG;

O padréo de acumulo de B-tubulina, detectado por western blotting, foi
comparado com o padrdo de configuracdo do citoesqueleto microtubular
detectado por imunohistoquimica. O aumento dessa proteina esta relacionado
com a progressao do ciclo celular. Embrides de sementes secas né&o
apresentaram microtubulos organizados (Figrura 10A-C). Barrdoco et al. (2005),
estudando embrifes de Arabdopsis, constatou que a visualizagdo de microtibulos
em embrides de sementes secas € inviavelpara esta espécie. Porém o arranjo de
microtibulos aumentou gradativamente a medida que as sementes foram
embebidas. Em sementes secas de café, somente granulos de tubulina foram

encontrados (DA SILVA et al., 2002).

Em pinhdo manso, a partir de 24 horas de embebic&o, apareceram alguns
granulos fluorescentes de B-tubulina (Figura 10D-F). Estes granulos tornaram-se
bem evidentes a partir de 48h de embebicdo (Figura 10G-I), formando matrizes
curtas e irregularmente orientadas. Ap6s 72h, com a protrusdo da radicula (Figura
10J-L), o citoesqueleto foi observado em sua forma cortical. Diversas
configuracbes mitéticas foram registradas como banda pré-profase, fuso mitético

e fragmoplasto.
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Essa observacdo permite inferir que em sementes de pinhdo manso o
acumulo de [-tubulina ocorreu concomitantemente com a organizagdo do
citoesqueleto microtubular cortical e que o alongamento do embrido acontece
exclusivamente por expanséo celular, assim como em sementes de Mendicago
truncatula (FARIA, et al., 2005). Em sementes de tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) foram observadas divisdes celulares antes da protrusdo
radicular (DE CASTRO et al., 2000). Em contradicdo, os niveis de tubulina em
sementes de Vicia faba permanecem constantes ao longo da germinacdo e os
microtubulos podem ser despolimerizados até se tornarem visiveis com a
germinacao (FUJIKURA et al., 1999).

Em Acer platanoides L., a atividade do ciclo celular e acumulo de B-
tubulina precedem a expansdo e divisdo celular e subseqiente protrusdo da
radicula através do tegumento. A ativagdo do ciclo celular e o acumulo de B-
tubulina nessa espécie foram associados com a quebra de dorméncia de
embrides e poderiam ser indicadores do processo de liberacdo da dorméncia em
sementes (PAWLOWSKI et al., 2004).
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Figura 10. Organizacgéo do citoesqueleto microtubular em sementes de pinh&o manso embebidas
em &gua. As micrografias de fluorescéncia apresenta padrdes de sec¢bes longitudinais de
meristema radicular do embrido marcado com Alexa Fluor 488 ( as barras indicam 25 um). (A - C):
0 h (sementes seca); (D — F): 24 h; (G - 1): 48 h; (J - L): 72 h (radiculas protrudidas).
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Figura 11. Organizacdo do citoesqueleto microtubular em sementes de pinhdo manso sob
restricdo hidrica (-0,8MPa). As micrografias de fluorescéncia apresentam padrdes de secbes
longitudinais de meristema radicular do embrido marcado com Alexa Fluor 488 (as barras indicam
25um). (A-C):24h;(D-F):72h; (G- 1): 120 h; (J-L): 168 h
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Parece ser claro que, em geral, a fase M ou de divisdo celular ocorre
concomitantemente com, ou ap0s, a protrusdo da radicula. Portanto, apenas as
iniciais fases do ciclo celular sdo necessarias para germinacdo de sementes
(BEWLEY & BLACK, 1994). Segundo Vazquez-Ramos e Sanchez (2003) os
eventos de um ciclo celular completo ndo sdo essenciais para que a germinacao
ocorra. Assim, a protrusdo da radicula ndo €, metabolicamente, o final do
processo de germinacdo, pois a proliferagdo celular, uma exigéncia para o

estabelecimento das plantulas, pode néo ter sido plenamente desencadeada.

Nas sementes de pinhdo manso sob restricdo hidrica (-0,8 MPa),
quantitativamente os niveis de B-tubulina aumentaram somente a partir de 72h,
mantendo-se constantes até 168h (Figuras 9B e 9D). Nas analises
imunohistoquimicas, apareceram granulos fluorescentes de B-tubulina em todos
os tempos estudados (Figura 11), sendo mais evidentes ap6s 120h de encubacédo
em PEG 8000 (figura 15G-I). Neste tempo, também é possivel verificar algumas
matrizes corticais. Este padrao desaparece as 168h (figura 11 J-L), onde apenas

pontos fluorescentes voltam a aparecer.

Os resultados obtidos indicam que os microtubulos corticais participam da
adaptacdo das plantas a estresses ambientais. No entanto, ndo se sabe como
eles controlam a capacidade da planta para resistir a condi¢cdes de estresse. De
acordo com Wang et al. (2007) a despolimerizacdo dos microtubulos corticais ndo
€ apenas uma conseqiéncia passiva de estresse, mas desempenha um papel
ativo para iniciar a cascata de reacdes. Assim, a hipersensibilidade do
citoesqueleto microtubular poderia ser um parametro Util e simples para estimar a

intensidade de estresse ambiental.

O impedimento da germinacdo, através de inibidores da sintese de
proteinas ou RNA, tem sido tomado como uma prova de que novas proteinas /
mensageiros devem ser sintetizadas de novo durante a embebigdo.
Possivelmente ha algum tipo de controle que inibe o estabelecimento da fase S,
se as condicdbes adequadas para de germinacdo nao forem alcancadas.
Diferentes espécies podem ter desenvolvido mecanismos singulares de controle
mais adequados para suas caracteristicas de germinacdo e habitat (VAZQUEZ-
RAMOS & SANCHEZ, 2003).
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5. CONCLUSOES

* Sementes de J. curcas ndo demonstraram tolerancia a restricao hidrica
(seca) durante a fase inicial do seu ciclo de vida e ao armazenamento prolongado
sob condi¢cbes ambientais n&o controladas.

e O pré-tratamento por osmocondicionamento a -0,8 MPa néo foi eficaz para
a melhoria da qualidade e do vigor das sementes de J. curcas no periodo de 7
dias.

eEm sementes de J. curcas o0 acumulo de tubulina ocorre
concomitantemente com a organizacdo do citoesqueleto microtubular cortical
durante o periodo de embebicdo em agua, ao passo que sob restricdo hidrica
esse processo € retardado, inibindo a reativacao do ciclo celular.

¢ O alongamento da radicula embrionaria em sementes de J. curcas
acontece exclusivamente por expanséo celular.

 Divisdes celulares ocorrem somente apds a protrusao radicular.

*As sementes de J. curcas possuem embrido com radicula
multimeristematica.

» Todos 0s meristemas sao passiveis de acumulo de tubulina e citoesqueleto

microtubular durante o processo de germinacao.
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