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RESUMO

Jatropha curcas L. é uma espécie de planta oleaginosa que desperta interesse econémico
por ser uma fonte alternativa para a producdo de biodiesel muito embora, pouco se sabe
sobre a biologia do desenvolvimento desse organismo vegetal. Esses conhecimentos
podem servir de base para a domesticacdo desta espécie e a descoberta de provaveis
solucBes para toxicidade das sementes devido a presenca dos ésteres de forbol nas
sementes, por exemplo. As sementes de J. curcas sdo constituidas pelo embrido e
endosperma, ambos envolvidos pela testa e o tegma. Estes Gltimos sdo provenientes do
desenvolvimento dos integumentos externo (ie) e interno (ii). E sabido que o ii pode atuar
como tecido de armazenamento transeunte de fontes de carbono e nitrogénio para o
desenvolvimento dos tecidos filiais, endosperma e embrido. Relatos cientificos indicam
que durante o desenvolvimento do ii as células sofrem morte celular programada (MCP).
Buscou-se observar as modificacbes na ultraestrutura do ii em decorréncia do seu
desenvolvimento; além de validar as caracteristicas da MCP por meio da avaliagcdo do
padrdo de expressdo de sete hidrolases (arabinofuranosidase, glucanase, peptidase
cisteinica com cauda RDEL, peptidase cisteinica com cauda KDEL, peptidase aspartica,
peptidase serinica e subtilisina) e dois inibidores de peptidase (inibidor de peptidase
cisteinica e serpina). Além do 6vulo, os estagios utilizados neste estudo (sementes aos 5,
10 e 25 DAP) foram selecionados com base nas modifica¢cbes morfoldgicas do ii obtidas
através da analise histolégica. A vacuolizagdo e a expansdo celular foram as
caracteristicas mais conspicuas observadas no inicio do desenvolvimento do ii. Além
disso, as primeiras mudancas morfoldgicas relacionadas a MCP foram observadas aos 5
DAP, incluindo, surgimento dos espagos periplasmaticos, aparecimento dos
ricinossomos, e colapso do tonoplasto. A sequéncia do processo degradativo foi
observada nos estagios mais avangados (10 e 25 DAP) com expansdo do volume celular,
acompanhado de citoplasma menos denso, presenca de peroxissomos, nucleo lobado,
cromatina condensada, invaginacdes e ruptura da membrana plasmatica e, finalmente a
ruptura da parede celular, além do surgimento dos gerontoplastos (25 DAP). Nos estagios
iniciais (6vulo, 5 e 10 DAP) o padréo de expressao relativa dos genes que codificam para
peptidase cisteinica KDEL, peptidase serinica e subtilisina foi maior aos 10 DAP quando
comparados com o 6vulo. Na regido proximal do ii das sementes com 25 DAP a expressdo
de todas as peptidases (exceto peptidase aspartica), a arabinofuranosidase e glucanase foi
estatisticamente superior quando comparada a regido distal desse mesmo estagio. A
correlagé@o dos achados ultraestruturais e o padréo de expresséo transcricional indica que
a ocorréncia da MCP no integumento interno pode atuar no fornecimento de fontes de
carbono e nitrogénio para o desenvolvimento do embrido e endosperma.

Palavras-chave: Ricinossomos. Gerontoplasto. Morte celular programada. Peptidases.
Microscopia eletrénica de transmissao.



ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a species of oleaginous plant that arouses economic interest because
it is an alternative source for biodiesel production although little is known about the
biology of the development of this plant organism. This knowledge can serve as a basis
for the domestication of this species and the discovery of probable solutions for seed
toxicity due to the presence of the phorbol esters in the seeds, for example. J. curcas seeds
are made up by the embryo, endosperm as well as the surrounding seed coat. The latter is
derived from the development of both outer (oi) and inner (ii) integuments. It is known
that the ii may act as a transient storage tissue providing carbon and nitrogen sources for
the development of the filial tissues, endosperm and embryo. Scientific reports indicate
that during ii development the cells undergo programmed cell death (PCD). The aimed at
observing the changes in the ultrastructure of the ii during its development and confirm
the PCD characteristics by assessing the gene expression pattern for seven different
hydrolases (arabinofuranosidase, glucanase, peptidase cysteine tailed RDEL, peptidase
cysteine tailed KDEL, aspartic peptidase, serine peptidase and subtilisin) and two
inhibitors (inhibitor peptidase cysteine and serpin). The stages used in this study (ovule
and seeds at 5, 10 and 25 DAP) were selected based on the morphological changes in the
ii observed in light microscopy. The vacuolization and cell expansion were the most
conspicuous characteristics observed in the early development of the ii. Furthermore, the
first related morphological changes related to PCD were observed at 5 DAP, including
rising the periplasmic spaces and ricinossomos and collapse of tonoplasto. In later stages,
at 10 and 25 DAP, it was observed enlargement of the cell volume, followed by less dense
cytoplasm, presence of peroxisomes, lobed nucleus, condensed chromatin, invaginations
and disruption of the plasma membrane and finally cell wall breakdown as well as the
rising of gerontoplasts (25 DAP). In the early stages (ovule, 5 and 10 DAP) the expression
pattern of genes encoding cysteine peptidase tailed KDEL, serine peptidase and subtilisin
it was higher at 10 DAP if compared to the calibrator (ovule). In the ii proximal region of
seeds with 25 DAP the expression of all peptidases (other than aspartic peptidase), the
arabinofuranosidase and glucanase was statistically superior when compared to the distal
region. The correlation of the ultrastructural findings and the transcriptional expression
pattern indicates that the occurrence of CCM in the internal integument can act in the
supply of carbon and nitrogen sources for the development of the embryo and endosperm.

Keywords: Ricinosomes. Gerontoplasts. Programmed cell death. Peptidase.
Transmission electron microscopy.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento das sementes, de modo geral, envolve Vvarias
modifica¢es morfofisiologicas e bioquimicas dos tecidos filiais e maternais que ocorrem
apos a fertilizacdo do évulo (SREENIVASULU e WOBUS, 2013). Inicialmente, o nucelo
e 0s integumentos ocupam a maior porcdo das sementes em desenvolvimento, entretanto,
grande parte desses tecidos é consumida ao final do processo de maturacdo
(GREENWOOD, HELM e GIETL, 2005). O integumento interno (ii) pode desempenhar
a funcdo de armazenar transitoriamente reservas que, quando mobilizadas, servirdo de
nutrigdo para o desenvolvimento do embrido e do endosperma (SOARES et al., 2014). O
desenvolvimento do ii é mediado por uma rapida fase de divisdo e expansdo seguido da
degeneragéo celular, provavelmente, por morte celular programada (MCP) (LOMBARDI
et al., 2007).

As sementes de Jatropha curcas L. possuem elevados teores de lipidios,
proteinas e aminoacidos essenciais, conferindo a esta espécie grande interesse para a
producdo de biodiesel bem como a utilizacdo dos residuos, provenientes da extracdo do
6leo, na alimentacdo animal (SAETAE e SUNTORNSUK, 2011). Mesmo com
propriedades nutricionais desejaveis, a utilizacdo da torta é limitada pela presenca dos
ésteres de forbol, uma classe de diterpenos toxicos (MAKKAR, 2016).

O primeiro passo para a exploracao e utilizacdo de uma planta na industria é
a busca pelo conhecimento bioquimico, agronémico e também ao que tange a biologia do
desenvolvimento da espécie, conhecimentos Uteis no seu processo de domesticacéo.
Entretanto, para J. curcas, pouco se sabe sobre tais aspectos. Dessa forma, o
preenchimento dessas lacunas pode permitir, neste caso, a aplicacdo de estratégias

biotecnologicas para obtencdo de genotipos com baixo ou nulo teor desses diterpendides,



15

uma vez que, as vias biossintéticas que levam a formacdo desses compostos ja estdo
esclarecidas.

Em J. curcas, um total de 3270 proteinas foram identificadas no endosperma,
integumento interno e plastidios isolados destes tecidos de sementes em desenvolvimento
(PINHEIRO et al., 2013; SHAH et al., 2015, 2016; SOARES et al., 2014). Estas séo
agrupadas em diversas classes funcionais incluindo aquelas envolvidas na biossintese de
acidos graxos e aminoécidos, além de, uma ampla variedade de proteinas de reserva e
hidrolases. A expressdo de genes no integumento interno e endosperma que podem estar
relacionados a MCP e na maturacdo de proteinas de armazenamento também foi
investigada (ROCHA et al., 2013). Os conhecimentos fornecidos por esses estudos
possibilitam ndo apenas uma melhor compreensdo do desenvolvimento de ambos os
tecidos, mas também poderdo ser utilizados como pré-requisito para o entendimento da
biologia do desenvolvimento dessas sementes.

Neste estudo, foi realizada uma anéalise detalhada das modificacGes ocorridas
nas células que constituem o integumento interno de sementes de J. curcas em
desenvolvimento, caracteristicas estas, que podem ser visualizadas por meio de estudos
ultraestruturais dos componentes celulares dessa estrutura e analise de expressdo génica.
Estas investigagdes podem indicar quais processos relacionados a ontogenia deste tecido

estdo ocorrendo em determinado momento.

1.1 FORMAGAO DO OVULO E SEMENTES

O ovulo forma-se no interior do ovario, a partir da placenta, e no inicio do seu
desenvolvimento possui trés regides distintas: nucelo, onde ocorre a diferenciacdo das
células germinativas; a regido funicular, que conecta o 6vulo a placenta e a regido da

calaza que da origem aos integumentos (SHI e YANG, 2011). O gametofito feminino se
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desenvolve a partir de uma Unica célula localizada abaixo da epiderme do nucelo
denominada de célula arquesporial; esta é facilmente reconhecida pelo grande volume
celular, principalmente quando comparada as células adjacentes (ZOU et al., 2016). Essa
célula se diferencia em célula mde do megésporo (2n) que, por sua vez, sofre duas
divisdes meioticas para formar quatro megasporos haploides e em seguida, somente um
dos megéasporos (funcional) sofre trés divisdes mitdticas sucessivas até a formacéo de sete
células haploides e oito nucleos que irdo compor o saco embrionario (Fig. 1). Este ultimo
conta com quatro tipos de células: duas sinérgides, uma oosfera, uma célula central com
dois nucleos polares e trés antipodas; células envolvidas pelo nucelo e os integumentos

(YANG et al., 2016).

Em Feijoa sellowiana B., a epiderme do nucelo sofre rapida mitose formando
o0 integumento interno (ii) primordial (ZOU et al., 2016). O integumento interno se
desenvolve antes do externo, entretanto, pode ocorrer simultaneamente (SIEBER et al.,
2004). Ambos integumentos externo e interno se desenvolvem em volta do nucelo,
restando apenas uma abertura pela qual ocorre a entrada do tubo polinico a qual é
denominada micropila (ZOU et al., 2016) e apos a fertilizacdo estes tecidos vdo se
desenvolver e formar a testa e o tegma, respectivamente. Durante a formacdo das
sementes, 0 seu revestimento tem um papel importante na conducéo de nutrientes durante
a embriogénese e o desenvolvimento do endosperma. Além disso, a testa e 0 tegma atuam
na protecao do embrido contra danos mecanicos e ambientais e na regulacdo da entrada e
saida de &gua durante a germinacio (DEBEAUJON, LEON-KLOOSTERZIEL e

KOORNNEEF, 2000; WOBUS e WEBER, 1999).
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Figura 1. Representacdo esquematica do desenvolvimento do 6vulo de Arabidopsis
thaliana. Legenda: N, nucelo; Ca, calaza; Fu, funiculo; Cmm, Célula mae do megasporo;
li, integumento interno; le, integumento externo; Te, tétrade; En, endotélio; Se, saco

embrionério.

Adaptado de: Sieber et al., (2004)
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Nas angiospermas, 0 processo de fertilizacdo se inicia com o crescimento e
orientacdo do tubo polinico pela micropila, seguido da recep¢éo e liberacdo das células
gaméticas masculinas (i.e. células generativas) no gametdfito feminino e finalmente a
ocorréncia da fertilizacdo dupla, onde uma célula generativa fecunda a oosfera e a outra
se funde com a célula central binucleada, formando o zigoto e o endosperma,
respectivamente (CHEUNG et al., 2010). Dumas e Rogowsky (2008) esclarecem que o
desenvolvimento do zigoto leva a formagdo do embrido (i.e. espordfito jovem), individuo
multicelular que ird determinar o desenvolvimento da planta adulta, enquanto que, na
maioria das espécies, o endosperma é um tecido que ird nutrir o desenvolvimento do
embrido apds a germinacdo. Além disso, ap6s a fertilizacdo, o nucelo logo degenera
através da morte celular programada (MCP), funcionando como células de transferéncia,
fornecendo assimilados para o desenvolvimento do endosperma (RADCHUK et al.,

2011; GREENWOOD, HELM e GIETL, 2005).

A embriogénese vegetal leva a formacdo do embrido a partir do
desenvolvimento do zigoto por meio de uma série de divisdes celulares mitéticas. Nas
dicotiledbneas, o desenvolvimento do embrido ocorre em fases distintas incluindo, o
estagio globular, coracdo e torpedo (SMET et al., 2010). Adicionalmente, em ambas
mono e dicotileddneas o desenvolvimento embrionario é marcado, principalmente, pela
aquisicdo de uma polaridade apical-basal, a diferenciacdo da epiderme e a formacéo dos
meristemas apical e radicular (DUMAS e ROGOWSKY, 2008; LAU et al., 2010). Apds
a fertilizacdo da célula central, inicia-se o desenvolvimento do endosperma que pode ser
definido como celular, helobial ou nuclear. Neste Gltimo, o nucleo inicial do endosperma
triploide se divide repetida e sucessivamente sem a formacéo da parede celular, sendo os
processos de celularizagdo e formagéo da parede celular posteriores (BEGCY e WALIA,

2015).
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1.1.1 Desenvolvimento do revestimento das sementes

O embrido das sementes maduras é separado do ambiente externo pelo
revestimento da semente. E uma estrutura maternal que se desenvolve a partir dos
integumentos (interno e externo) que circundam o 6vulo antes da fertilizacdo. Além disso,
seu desenvolvimento ocorre de maneira coordenada com o embrido e o endosperma
(MOISE et al., 2005). Além de funcionar como protecéo, os integumentos podem atuar
na liberacdo de nutrientes necessarios ao desenvolvimento do embrido e também nos
mecanismos relacionados a dorméncia e germinacdo das sementes maduras (MILLAR et

al., 2015).

Embora os integumentos ndo participem do processo de fertilizacdo do
6vulo, eles sofrem mudancas drésticas em resposta a esse processo (XU et al., 2016).
Durante o desenvolvimento do tegma, as células sofrem uma répida fase de diviséo e
expansao celular seguida de uma fase redutora em relagdo ao numero de células e
consequentemente camadas celulares (WAN et al., 2002). No entanto, dependendo da
espécie, algumas dessas células permanecem parenquimaticas e na maturidade das
sementes sdo comprimidas; outras sofrem espessamento da parede formando uma
palicada (MOISE et al., 2005), caracteristicas comuns observadas no integumento
externo. Nas sementes maduras, o integumento interno pode desaparecer total ou
parcialmente através da MCP, como em sementes de Brassica napus L. (WAN et al.,
2002). Além disso, algumas camadas celulares, principalmente do integumento externo,
acumulam certas substancias tais como, mucilagem e pigmentos que podem contribuir
para a coloragdo e morfologia das sementes (HAUGHN e CHAUDHURY, 2005; MOISE
etal., 2005). O nimero de camadas celulares que constituem o revestimento das sementes
varia enormemente entre as espécies. Em sementes de Arabidopsis thaliana, por exemplo,

o0 revestimento das sementes € composto de cinco camadas de células, sendo duas delas
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referentes ao integumento externo e trés ao interno (RADCHUK e BORISJUK, 2014). Ja
nas leguminosas este tecido apresenta tipicamente varias camadas celulares (VERDIER

etal., 2012).

O desenvolvimento do embrido e do endosperma € facilitado pela interacéo
coordenada entre ambos, bem como a troca de sinais e nutrientes entre os tecidos
maternais (BAUD et al., 2002; RADCHUK e BORISJUK, 2014). De acordo com Weber
et al. (1995), a liberacdo e transporte desses nutrientes estdo associados a atividade de

invertases, sacaroses sintases e transportadores de sacarose.

Desenvolvimento do revestimento das sementes de J. curcas

Ao longo do desenvolvimento das sementes de J. curcas ocorrem diversas
transformagdes na morfologia, dentre as quais podemos citar: aumento no tamanho e
modificagdo na coloracdo externa devido a formagdo da testa e do tegma, estruturas
derivadas da diferenciacdo dos integumentos interno e externo, respectivamente. No
6vulo, o integumento externo possui em torno de 6-8 camadas de células, sendo
comumente observada a presenca de células laticiferas; o integumento interno possui
mais de 15 camadas de células ricas em citoplasma, que afunilam em direcdo ao apice
(SINGH, 1970). Essas camadas sdo divididas em trés regides: endo, meso e exotesta no

integumento externo e endo, meso e exotegma no interno (SOARES et al., 2014).

Apds o processo de fertilizacdo, ambos 0s integumentos sofrem mudancas
anatdmicas marcantes. A primeira delas refere-se ao aumento do integumento externo.
De acordo com Singh (1970) ambas as epidermes deste tecido sdo formadas por uma
Unica camada de células que se dividem anti e periclinalmente; e, somente na epiderme

externa essas divisdes culminam na formagdo de uma pali¢cada. Todas as camadas do ie
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ermanecem até a maturacdo das sementes diferentemente do ii, no qual camadas de

células sdo consumidas, inclusive a epiderme interna do tecido.

Inicialmente, as células do ii também sofrem divisdes anti e periclinais
aumentando o numero de camadas celulares; além disso, o sistema vascular esta presente
nessa estrutura. No entanto, com a progressdo da embriogénese, a camada de celulas
adjacentes a cavidade central comeca a vacuolizar até entrar em colapso formando uma
camada de restos celulares (ROCHA et al., 2013). Essas modificacGes foram descritas no
ii por Shah et al. (2016) em quatro estagios (6vulo, 5, 10 e 25 dias ap6s a polinizacdo -
DAP) por meio de analises histoldgicas e ultraestruturais dos plastidios (resultados
provenientes desta tese). As células do mesotegma do évulo e de sementes com 5 DAP
estdo em processo ativo de divisdo e com consequente aumento de tamanho desta
estrutura devido ao aumento do numero de camadas de células; aos 10 e 25 DAP o
endotegma ndo esta mais presente e as células do mesotegma sao altamente vacuoladas e

algumas destas apresentam ruptura da membrana plasmatica e parede celular.

Todas as caracteristicas anatbmicas relacionadas a fase reducional do ii
descritas nessas investigacfes sdo condizentes com a ocorréncia de morte celular
programada (MCP). Desse modo, Soares et al. (2014) indicam ainda que, o integumento
interno de J. curcas atua como um tecido de armazenamento transitorio, onde
fotoassimilados provenientes das folhas sdo translocados e armazenados para futura
mobilizagdo. Esses mesmos autores descrevem que a redugdo do tamanho do ii ocorre
concomitantemente a formacdo do endosperma, sugerindo um possivel papel no
armazenamento dos fotoassimilados para o desenvolvimento desse tecido, uma vez que
na analise protedmica foram identificadas varias classes de proteinas de reserva incluindo

globulinas, glutelinas, leguminas dentre outras.
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Dentre as caracteristicas observadas durante o desenvolvimento do
integumento interno podemos citar o consumo de algumas camadas de células,
presumidamente, por MCP. Sendo assim, é necessario conhecer como e por quais razdes
ocorre esse tipo de morte, bem como a descrigdo das caracteristicas ultraestruturais das
células e suas organelas a fim de determinar a sequéncia de eventos no processo

degenerativo desta estrutura.

1.2 MORTE CELULAR PROGRAMADA

O processo de morte celular programada é caracterizado pela eliminacéo
controlada de células causada por estresses bioticos e abioticos, ou mesmo, como parte
do processo de desenvolvimento e diferenciacdo de células ou tecidos especificos
(HUYSMANS et al., 2017). Esse recurso é bem estabelecido no desenvolvimento das
plantas em processos tais como: desenvolvimento do tecido vascular, florescimento,

frutificacdo e desenvolvimento das sementes (SUN et al., 2015).

A MCP vem sendo extensivamente estudada como um processo gque ocorre
no interior das células seja ele desencadeado por sinais de desenvolvimento, infec¢bes
patogénicas (COLL et al., 2014) ou por outros tipos de estresse como, por exemplo, a
exposicao das plantas a metais pesados (ARASIMOWICZ-JELONEK et al., 2012). van
Doorn et al. (2011), categorizaram a morte celular nos vegetais em duas classes baseadas
na morfologia, definidas como: morte celular vacuolar e necrose. Esses autores
descrevem que, durante a morte celular vacuolar o contetdo celular é degradado pela
combinacdo de processos autofagicos e liberacdo de hidrolases ap0s a ruptura dos
vacuolos, contudo, a necrose é caracterizada pela ruptura inicial da membrana plasmatica

e condensacao do protoplasto.
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E sabido que os processos de formagcao e germinacéo das sementes requerem
a ocorréncia da MCP. Dominguez e Cejudo (2014) esclarecem que nos estagios iniciais
de desenvolvimento das sementes de cereais ocorre a progressiva degeneracao dos tecidos
maternais, como nucelo e integumentos que permitem a remobilizac&o dos nutrientes para
nutrir os tecidos filiais; nas sementes germinadas, ocorre a producdo de enzimas
hidroliticas para a mobilizacdo de componentes do endosperma para suportar o

crescimento inicial das pléantulas.

As flores, por sua vez, sofrem transformacdes de 6rgdos dreno para fontes
quando sdo submetidas ao processo de morte celular programada. De acordo com Zhou
et al. (2005), a senescéncia das flores é responsavel pelo reaproveitamento de nutrientes
e reserva de energia nos vegetais, de modo que as proteinas e os lipidios sdo degradados
e exportados. O desenvolvimento da MCP é também investigado no remodelamento de
laminas foliares de algumas espécies de monocotiledéneas, onde sdo formadas
perfuracdes ao longo da folha madura que podem servir como mecanismo de defesa e
aumento da area foliar; nesses locais é possivel observar degradacdo do DNA celular,
condensacdo da cromatina e do citoplasma e rompimento do tonoplasto

(GUNAWARDENA, 2008).

Segundo Pinto, Locato e Gara (2012), o envolvimento de distintos tipos de
espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species, ROS), diferentes locais de
producdo, além da sua interacdo com outras moléculas, é crucial para ativacdo da morte
celular programada em resposta a estimulos especificos. Nesse sentido Zapata et al.
(2005) elucidam que a elevacdo da quantidade de ROS é frequentemente associada com
MCP, e os cloroplastos sdo uma das principais fontes dessas moléculas em tecidos

foliares. De modo geral, o desenvolvimento da degeneracdo celular reflete na alteragéo
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do metabolismo das celulas que pode ser acompanhada por meio da visualizacdo e

interpretacdo das transformacdes ultraestruturais dos componentes citoplasmaticos.

1.2.1 Caracteristicas ultraestruturais associadas a morte celular programada

A literatura cientifica relata investigacdes relacionadas as modificacGes
ultraestruturais das células vegetais que estdo sofrendo MCP, através da microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Dentre estas, estdo a senescéncia de flores (BATTELLI
et al., 2011), a formacédo de aerénquimas (GUNAWARDENA et al., 2001; NI et al.,
2014), a embriogénese (BOZHKOQV et al., 2005), senescéncia foliar (SELGA, SELGA e
PAVILA, 2005), a formacdo de cavidades secretoras (ZHOU et al., 2014) e o
desenvolvimento de sementes (BRIGHIGNA et al.,, 2006). De maneira geral, as
mudancas na ultraestrutura das células que estdo sofrendo MCP incluem a condensacgao
e transferéncia da cromatina para a periferia do nucleo, fusdo dos vacuolos e rompimento
do tonoplasto, degradacdo das organelas citoplasmaticas e, finalmente a degradacéo de

parede celular (KROEMER et al., 2009).
Vacuolos

As células vegetais apresentam um elaborado sistema vacuolar que pode
ocupar a maior parte do volume celular. Estas organelas apresentam diversas fungoes tais
como, manutencdo da turgescéncia, armazenamentos de produtos derivados do
metabolismo e digestdo dos constituintes citoplasmaticos (MARTY, 1999). A
classificacdo funcional e morfologica desta organela inclui os compartimentos
armazenadores de proteinas encontrados em tecidos de reserva de sementes e frutos, além
destes, tém-se os vacuolos liticos que sdo compartimentos com pH acido e abrigam uma
gama de hidrolases no seu limen tais como peptidases e nucleases (MARTY, 1999;

ROGERS, 1998).
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Durante a progressdo da MCP, as celulas vegetais apresentam caracteristicas
marcantes na ultraestrutura dos vactolos. No processo de senescéncia de flores de Lilium
longiflorum T., 0 aumento da permeabilidade seguida da ruptura do tonoplasto foi um dos
primeiros sinais que determinaram a ocorréncia da degeneracdo das células (BATTELLI

etal., 2011).

Essas organelas podem atuar em processos autofagicos, engolfando e
degradando fragmentos citoplasmaticos. A macroautofagia baseia-se no sequestro de
porcdes citoplasmaticas ou até mesmo organelas que em seguida sdo degradadas no
interior de estruturas similares aos autofagossomos, presumidamente, pela atividade de
enzimas hidroliticas (van DOORN e PAPINI, 2013). A microautofagia, por sua vez, € a
captacdo de constituintes celulares pela invaginacdo do tonoplasto, resultando em
vesiculas que se movem para o interior dos vacuolos onde sdo degradadas (BASSHAM
et al., 2006). Em células de mesofilo de tépalas de Dendrobium cv. Lucky Duan, foi
possivel observar um grande aumento no volume vacuolar devido principalmente a fusdo
dessas organelas, além disso, a ultraestrutura mostrou vesiculas de varios tipos no limen,
contudo, essa caracteristica ndo foi suficiente para concluir que, a presenca dessas
inclusbes é devido aos processos de macro e microautofagia (van DOORN, KIRASAK

e KETSA, 2015).

Nucleo

O ndcleo detém grande parte da informacgdo genética de uma célula. Essa
organela é separada do restante do citoplasma por um sistema de dupla membrana no qual
estdo inseridos poros nucleares que permitem o trafico de ions e moléculas entre o
nucleoplasma e o citosol (BRIERE et al., 2006). Mesmo com auséncia de membrana

circundante, o nucléolo é uma regido distinta dentro do nacleo que tem como funcéo
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principal a biogénese dos ribossomos, transcricio do DNA e formagdo do RNA
ribossomal (BARTOVA et al., 2010). Desse modo, normalmente, as células apresentam

nucleo volumoso com nucléolo evidente.

Adicionalmente, o nucleo é o principal alvo da MCP, principalmente, no
inicio do processo de degradacéo celular. Essa organela sofre dramaticas modificacfes
na sua estrutura, sendo uma das mais evidentes a condensacao e deposicdo da cromatina
préximo a membrana interna, seguida da deformacdo do envelope nuclear que determina
a forma lobada desta organela (DOMINGUEZ e CEJUDO, 2012). E valido salientar que
a condensacdo da cromatina é causada pela degradacdo endonucleolitica do DNA nuclear

(SIMEONOVA et al., 2000).

Mitocondrias

Nas plantas, as mitocéndrias desempenham uma ampla gama de fungdes na
célula que variam desde o fornecimento de energia e intermediarios de vias metabdlicas,
através da biossintese de coenzima bem como, a sinalizacdo de degradacao celular. Além
disso, por conter seu proprio DNA, essas organelas sdo autbnomas no processo de

replicacdo, transcricdo e traducdo (RAO et al., 2016).

Zhan et al. (2014) indicam que as mitocondrias s&o um dos principais sitios
de producdo de ROS e, portanto, desenvolvem um papel crucial na degeneracéo celular
mediada por esses compostos quimicos. Além disso, a MCP também leva a diminuigdo
do potencial transmembranar dessas organelas provocando a liberagédo do citocromo ¢ no
citosol (SCOTT e LOGAN, 2007). Essas afirmativas podem estar relacionadas com o que
é observado na ultraestrutura de células que estdo sofrendo MCP, tendo em vista o que

foi visualizado em alguns estudos. Zhou et al. (2014) investigaram as mudancas
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ultraestruturais ocorridas na formacéo de cavidade secretoras em folhas de Dictamnus
dasycarpus e notaram que as mitocondrias comegam a apresentar formas irregulares, com
distintos tamanhos e elétron densidades, além disso essas caracteristicas foram
observadas j& no inicio do desenvolvimento da MCP. Na degeneracdo do nucelo de
sementes de Tillandsia L., essa organela persistiu até os estagios finais de MCP, muito
embora a integridade das cristas mitocondriais ndo foi observada (BRIGHIGNA et al.,
2006). Adicionalmente, durante a MCP em células do mesofilo foliar de Pisum sativum
L., Cucumis sativus L., Secale cereale L., a matriz mitocondrial se torna elétron
transllcida, além do aumento no didmetro de suas cristas (SELGA, SELGA e PAVILA,

2005).

Plastidios

Os plastidios sdo organelas envoltas por dupla membrana, que contém DNA,
capazes de reproduzir-se por fissdo e também sédo locais de sintese e armazenamento de
produtos quimicos importantes (van DOORN e YOSHIMOTO, 2010), além de estarem
presentes em todas as células vegetais a exce¢do do gréo de pdlen. Existem vérias formas
distintas de plastidios, tais como cloroplastos que sdo aqueles presentes em tecidos
fotossintetizantes, os cromoplastos que estdo presentes em frutos de diversas cores e nas
pétalas das flores, os amiloplastos presentes em tecidos de armazenamento e ndo exibem
coloracdo alguma e os proplastidios que sdo constituintes de células meristematicas (HSU
et al., 2010).

Todos os tipos de plastidios provém da diferenciagéo dos proplastidios. Estes
sdo desprovidos de cor, suas membranas internas sdo pobremente desenvolvidas,
possuem um ndmero reduzido de sacos achatados chamados de lamelas e podem ser

encontrados em células meristematicas de érgdos e tecidos (LI e YUAN, 2013).
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Os gerontoplastos sdo os cloroplastos que sdo submetidos a alteragdes
degenerativas, em tecidos que estdo sofrendo senescéncia e adicionalmente véo perdendo
potencial biossintético (THOMAS et al., 2003). De modo geral, a conversdo dos
cloroplastos em gerontoplastos ocorre em tecidos que estdo sofrendo MCP e esse
processo é comumente estudado na senescéncia foliar. No entanto, Shah et al. (2016)
observaram as mudancas associadas a diferenciacéo de plastidios em gerontoplastos no ii
de sementes em desenvolvimento de J. curcas, um tecido ndo fotossintético.

O aparecimento de folhas cloréticas pode indicar o “status” do
desenvolvimento dos gerontoplastos, além disso, essas organelas sofrem gradativas
transformacfes estruturais tais como modificagbes das membranas dos tilacdides
(BISWAL, MOHAPATRA e BISWAL, 2012). Além disso, a formacdo desse tipo de
plastidio est4 correlacionado com o aumento na atividade proteolitca no interior dessa
organela, onde as principais proteinas a serem degradadas sdo aquelas encontradas no
estroma e também nas membranas dos tilacdides (LIN e WU, 2004). Ainda nesse sentido,
Biswal, Mohapatra e Biswal (2012) esclarecem que as peptidases plastidiais sdo
dependentes de ATP, portanto, necessitam de energia para desempenhar suas atividades.

As modificacdes morfolégicas das organelas citoplasmaticas estdo
relacionadas com a atividade de proteinas que possuem a fungdo de romper ligagdes
peptidicas, denominadas de peptidases. Portanto, a analise da expressdo génica tem a

capacidade de esclarecer temporal e espacialmente a atividades dessas proteinas.

1.3 PROTEINAS RELACIONADAS A MORTE CELULAR PROGRAMADA

O estudo das enzimas proteoliticas € complementar a analise das
caracteristicas morfologicas em investigagdes relacionadas a progressdo da MCP. As

plantas, por sua vez, possuem uma ampla variedade de enzimas com atividade proteolitica
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que podem ser classificadas em cinco classes distintas: as peptidases cisteinicas,
aspérticas, serinicas, treoninas e metalopeptidases (ZAMYATNIN, 2015). As enzimas de
processamento vacuolar (VPEs) foram as primeiras peptidases identificadas envolvidas
na MCP. Estas pertencem a familia das legumainas e contém um peptidio sinal na por¢édo
N-terminal que funciona como guia para o transporte partindo do reticulo
endoplasmatico, local da sintese, para o interior do vacuolo onde atuara na proteolise
(HATSUGAI et al., 2015). Essas enzimas clivam liga¢des peptidicas no lado C-terminal

dos residuos asparagina e aspartato (HARA-NISHIMURA et al., 2005).

A endopeptidase cisteinica, um tipo de papaina, apresenta uma sequéncia de
aminoacidos H/KDEL localizada na extremidade C-terminal que tem a funcdo de
retengdo no reticulo endoplasmatico (HOWING et al., 2014). A acio dessa enzima em
diversos mecanismos vem sendo amplamente estudada incluindo, senescéncia
(BATTELLI et al., 2014), defesa vegetal (HOWING et al., 2014), MCP do endosperma,
nucelo e integumento (ROCHA et al., 2013; TROBACHER et al., 2013; GREENWOOD,
HELM e GIETL, 2005). As caspases sdo uma familia conservada de peptidases
cisteinicas que clivam sitios alvos com aspartato, que estdo envolvidas na apoptose em
células animais (HO e HAWKINS, 2005). No entanto, nos vegetais as metacaspases
(LAM e ZHANG, 2012) séo peptidases cisteinicas envolvidas na autodestruicdo celular
e compartilham uma similaridade estrutural com as caspases, muito embora, essas
enzimas clivem especificamente residuos adjacentes a Arginina ou Lisina (WATANABE

e LAM, 2005).

As subtilisinas pertencentes a classe das peptidases serinicas também atuam
na degradacdo celular nos vegetais. Uma das suas principais caracteristicas é a clivagem
das ligacGes peptidicas em um sitio catalitico triade envolvendo residuos de aspartato,

histidina e serina (DODSON e WLODAWER, 1998). Além disso, as peptidases serinicas
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estdo aparentemente envolvidas na protedlise da Rubisco no processo de MCP em Avena
sativa (COFFEEN e WOLPERT, 2004). As fitaspases, peptidases vegetais dependentes
de serina, também estdo envolvidas na morte celular programada e possuem exclusiva
especificidade para clivar residuos flanqueados por aspartato, analogamente as caspases
(CHICHKOVA et al., 2012). Em A. thaliana é possivel encontrar aproximadamente 50
genes que codificam peptidases asparticas, que podem ser divididas em trés grupos:
peptidase aspartica tipica, peptidases tipo nucelinas e peptidases atipicas (FARO e GAL,
2005). A expressdo de genes que codificam para duas peptidases asparticas foi observada

em células de tapetum de O. sativa que passam pelo processo de MCP (NIU et al., 2013).

As metalopeptidases, sdo peptidases que apresentam um peptidio sinal
prodominio, e o sitio catalitico contendo um motivo ligado ao zinco (ZAMYATNIN,
2015). O desligamento do prodominio do sitio catalitico dessas enzimas por meio da
clivagem proteolitica € o responsavel pela ativacdo das metalopeptidases (HADLER-
OLSEN et al., 2011). Nos animais, essas enzimas estdo relacionadas ao remodelamento
da matrix extracelular, no entanto, pouco se sabe sobre a atuacdo das metalopeptidase nos
vegetais. No genoma vegetal é possivel observar a presenca de alguns homologos; em C.
sativus, por exemplo, foi detectada a expressdo do gene que codifica para uma

metalopeptidase em orgaos senescentes (DELORME et al., 2000).

Baseado no padrdo de expressdo de algumas peptidases e em caracteristicas
morfol6gicas marcantes é possivel ampliar os conhecimentos acerca da progressdo da
MCP, processo amplamente investigado em diversos momentos do desenvolvimento de

uma espécie em particular.
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1.4 Jatropha curcas L.

O aumento na demanda do mercado por energia traz muito interesse para o
estudo de fontes renovaveis para producdo energética em todo o mundo. Desse modo,
investiga-se a utilizacdo de algumas espécies vegetais para a producdo de
biocombustiveis, dentre elas a J. curcas. Essa espécie, em particular, vem ganhando muite
interesse econdmico por conta da boa qualidade do 6leo extraido de suas sementes, uma
vez que ele pode ser utilizado para producéo de biocombustivel (CASTRO GONZALES,
2016). Dentre as caracteristicas que elegem o 0leo das sementes de J. curcas como fonte
potencial para a producdo de biodiesel temos: baixa acidez, boa estabilidade em relacdo
ao Oleo de soja, baixa viscosidade quando comparada ao 6leo de mamona, melhores
propriedades quando exposto ao frio em relacéo ao 6leo de palma (KOH e TINIA, 2011).
N&o apenas o 0leo de Jatropha, mas também os subprodutos provenientes do processo de
extracdo, ndo podem ser utilizados na alimentacdo animal devido, a presenca de um

componente toxico conhecido como éster de forbol (LEUNG, WU e LEUNG, 2010).

Os ésteres de forbol sdo metabdlitos secundarios pertencentes a classe dos
diterpendides. Nos vegetais, a sintese desses compostos ocorre a partir de um precursor
basico denominado de isopentenil difosfato (IPP) que é sintetizado por duas vias
principais: via do mevalonato (MVA) e a via do metileritritol-fosfato (MEP) que ocorrem
no citoplasma e nos plastidios, respectivamente. Em seguida, ocorre a condensacao das
unidades de IPP para formar difosfatos intermediarios, incluindo geranil difosfato (GPP),
farnesil difosfato (FPP) e o geranilgeranil difosfato (GGPP). Finalmente, esses compostos
irdo funcionar como substrato para as terpeno ciclases/sintases para a formacgéo de uma
variedade de diterpencdides (SINGH e SHARMA, 2015; VRANOVA, COMAN e

GRUISSEM, 2012), dentre os quais podemos citar os ésteres de forbol.



32

Estruturalmente, os ésteres de forbol sdo formados por um esqueleto de
carbono tetraciclico conhecido como tigliane que contém uma hidroxila localizada nas
posicdes C13 e C16; e sdo combinados com um &cido dicarboxilico para formar uma
ampla variedade desses compostos (KONGMANY et al., 2016). Pouco se conhece sobre
a sintese dos ésteres de forbol. Contudo presume-se que a biossintese desses compostos
ocorre a partir da conversdo do GGPP para um diterpeno monociclico, o casbeno, por
meio da atividade catalitica de uma terpeno sintase conhecida como, sintase do casbeno
(NAKANO et al., 2012). Seis tipos diferentes de ésteres de forbol foram caracterizados
em J. curcas e sugere-se que todos eles sdo derivados da mesma estrutura do forbol

(DEVAPPA, MAKKAR e BECKER, 2010).

Nas sementes maduras de J. curcas, altas concentracdes de ésteres de forbol
sdo encontradas no tegma, seguido do endosperma, enquanto que, no embrido essa
quantidade é bem menor e ausente na testa (HE et al., 2011). Além disso, esses autores
analisaram o endosperma isoladamente e observaram que, maiores concentracées dos
ésteres de forbol estdo presentes na regido adjacente ao tegma comparado a porcao do

endosperma voltado para o embrido.

Diante do exposto, percebeu-se a necessidade de um estudo mais acurado da
protedmica dos tecidos das sementes dessa espécie buscando identificar as enzimas
envolvidas na sintese dos ésteres de forbol. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa
realizou andlises protebmicas do endosperma, integumento interno e dos plastidios de
ambos os tecidos de sementes em desenvolvimento e maduras de J. curcas. (PINHEIRO
etal., 2013; SHAH et al., 2015, 2016; SOARES et al., 2014). Essas investigacdes podem
contribuir para o conhecimento e entendimento das vias biossintéticas, inclusive
relacionadas a sintese dos diterpendides. Por conseguinte, de todas as proteinas

identificadas nessas investigacdes nenhumas delas foi identificada como uma
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sintase/ciclase de terpeno e os autores sugerem que os ésteres de forbol podem ser

sintetizados em outros 6rgaos da planta e transportados para as sementes.

Adicionalmente, esses estudos forneceram um amplo conhecimento sobre
outras vias metabolicas importantes que ocorrem na ontogenia dessas sementes. Dessa
forma, Pinheiro et al. (2013) identificaram 923 proteinas de plastidios isolados do
endosperma de sementes em desenvolvimento de J. curcas. Interessantemente, apenas
cinco delas sdo codificadas pelo genoma dos plastidios. De acordo com a classificacéo
funcional essas proteinas estdo envolvidas no metabolismo dos carboidratos e lipideos,
metabolismo energético e, principalmente, no metabolismo de aminoacidos. Além destas,
14% das proteinas identificadas foram classificadas como transportadores; o que é
justificado pela necessidade de uma intensa troca de metabdlitos entre os plastidios e o
restante da célula. No tocante ao metabolismo dos aminoacidos foram identificadas, por
exemplo, proteinas relacionadas a via do &cido chiguimico para a sintese de triptofano,
tirosina e fenilalanina. Além disso, a maioria das enzimas envolvidas na via glicolitica e
a via das pentoses fosfato também foram identificadas indicando a disponibilidade de
compostos de carbono e poder redutor para utilizacdo na sintese de acidos graxos.
Finalmente, enzimas envolvidas na biossintese dos acidos graxos também foram

observadas.

Soares et al. (2014) realizaram uma andlise protedmica da regido distal e
proximal do integumento interno de sementes aos 25 DAP. Esses autores identificaram
1526, 1192 e 1062 proteinas na regido proximal, distal e em todo o integumento interno,
respectivamente. Dentre as proteinas identificadas neste trabalho estdo diversas enzimas
hidroliticas que podem desenvolver um papel fundamental na MCP que esta ocorrendo
neste estagio; além destas, identificou-se também proteinas relacionadas a arquitetura e

modificacdo da parede celular. Adicionalmente, este trabalho também contou com a
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anélise da expressdo relativa de algumas hidrolases nas porc¢Ges proximal e distal do
tecido em estudo. De modo geral, a expresséo desses genes foi significativamente maior

na regido proximal do integumento interno das sementes de J. curcas.

Em 2015, Shah e colaboradores identificaram mais de 1700 proteinas no
endosperma de sementes em desenvolvimento e maduras. Esse estudo indica que ocorre
um decréscimo no padrdo de expressdo de enzimas envolvidas no metabolismo de
carboidratos e lipideos a medida que esse tecido se desenvolve. Por outro lado, proteinas
de armazenamento de sementes (globulinas, alouminas, leguminas e vicilinas) e oleosinas
apresentaram um aumento no padrdo de expressdo. Aproximadamente 7% das proteinas
identificadas sdo peptidases e inibidores de peptidases que podem estar envolvidas em
diversos processos incluindo, defesa contra varios tipos de estresses, maturacdo das
proteinas de reserva bem como na execucdo da MCP. Além destas, muitas outras
proteinas relacionadas a degradacdo para fornecimento de energia e fontes de C e N
utilizados em atividades metabdlicas também foram identificadas. Nossos estudos
possibilitaram, ainda, a identificacdo de 1923 proteinas de gerontoplastos do integumento
interno de sementes com 25 DAP que estdo envolvidas em diversas funcdes metabdlicas,
incluindo sintese de aminoacidos e &cidos graxos; além destas, foram identificadas
hidrolases (peptidases, lipases e carboidrases) que podem estar envolvidas no processo

de degeneracdo dos gerontoplastos (SHAH et al., 2016).

Em um estudo prévio obteve-se a analise da expressao relativa de trés VPEs
(Jc-pVPE, Jc-yVPE e Jc-0VPE) e duas endopeptidases cisteinicas (Jc-CyseEP1 e Jc-
CysEP2) por meio RT-gPCR no integumento interno e endosperma de sementes em
desenvolvimento e madura (ROCHA et al., 2013). De acordo com esses autores esses
genes podem estar relacionados com a ocorréncia de MCP e também podem estar

envolvidos no processo de maturacdo de proteinas de armazenamento. Além disso, essas
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enzimas foram identificadas na anélise protebmica de ambos os tecidos (SHAH et al.,
2015; SOARES et al., 2014). Os resultados mostraram que a expresséo dos genes Jc-
CysEP1, Jc-CysEP2, Jc-BVPE e Jc-yVPE procederam rapidamente a partir do estagio de
25 DAP, no entanto, a expressédo do Jc-CysEP1 ndo foi ascendente no endosperma de
nenhum dos estagios analisados. Ademais, o padrdo de expressao foi correlacionado com
as mudangas anatdmicas ocorridas no integumento interno e no endosperma celular,
permitindo sugerir que ambas classes de peptidases podem atuar no processo de

degeneracdo celular e maturacao das proteinas de armazenamento.

Em suma, esses estudos contribuem para o entendimento do desenvolvimento
do endosperma dessas sementes, principalmente, sobre 0 metabolismo e armazenamento
de proteinas e lipidios de reserva, além da biossintese de compostos toxicos e a presenca
de enzimas proteoliticas. Interessantemente, o integumento interno de sementes em
desenvolvimento € responsavel ndo somente pela transferéncia, mas também pelo
armazenamento transitério de reservas para o crescimento do embrido e endosperma.
Além disso, a expressdo e identificacdo de enzimas relacionadas a atividade proteolitica
no ii também foram amplamente discutidas, no entanto, € interessante a possibilidade de
poder correlacionar esses conhecimentos com as alteracfes da ultraestrutura ao longo do

desenvolvimento desse tecido.

A descricdo prévia desses conceitos fornece embasamento para o estudo das
caracteristicas ultraestruturais e moleculares inerentes ao desenvolvimento do
integumento interno no 6vulo e sementes de J. curcas. Observacfes anatbmicas indicam
gue o desenvolvimento deste tecido é dividido em duas etapas incluindo, o aumento no
namero de camadas de células seguida de uma etapa reducional caracterizada pelo
consumo de algumas dessas camadas. Desse modo, objetiva-se aqui conhecer 0s aspectos

morfoldgicos das organelas que caracterizam ambas etapas do desenvolvimento do ii. A
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andlise ultraestrutural ird permitir ainda a observacdo de caracteristicas relacionadas a
etapa reducional que ocorre, presumidamente, por MCP e relacioné-las com o padrao de
expressdo de genes que podem estar envolvidos nesse processo. A correlagcdo desses
resultados pode contribuir para o melhor entendimento do desenvolvimento deste tecido,
tendo em vista que sera possivel conhecer as distingbes na morfologia das células ao

longo do integumento interno durante seu desenvolvimento.

A escolha dos estagios foi baseada em estudos anatdmicos prévios, no qual
buscou-se evidenciar células em processo de diferenciacdo e divisdo e também estagios
de desenvolvimento que mostram a modificacdo morfologica das células em resposta a

ocorréncia da MCP.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

- Identificar as caracteristicas ultraestruturais inerentes ao desenvolvimento do
integumento interno do 6vulo e de sementes em desenvolvimento de J. curcas, além de determinar
as diferencas no padrao de expressdo relativa de hidrolases que ocorrem com a progressao da

morte celular programada.

2.2 ESPECIFICOS

- Detalhar a ultraestrutura das organelas do integumento interno do 6vulo e sementes

em desenvolvimento (5, 10 e 25 DAP) de J. curcas;

- Comparar o padrdo de expressdo génica de sete hidrolases e dois inibidores de
peptidases no integumento interno do évulo e de sementes com 5 e 10 DAP; e, também entre as

regides proximal e distal dessa estrutura em sementes com 25 DAP.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal utilizado nesse estudo foi coletado de plantas cultivadas

na Universidade Federal do Ceara localizada no municipio de Fortaleza, Ceara, Brasil.

O dvulo foi isolado do botdo floral completamente fechado indicando que a
fertilizacdo ainda ndo havia ocorrido. Esse estdgio foi escolhido com base no
comprimento (~1 mm) e utilizado como controle para as mudancas ocorridas na semente.
As sementes em desenvolvimento foram coletadas com base no numero de dias apds a
polinizacdo (DAP), identificadas por meio do comprimento, onde, sementes com 5, 10 e
25 DAP apresentam 2, 6 e 15 mm respectivamente (PINHEIRO, 2010). O évulo e as

sementes foram coletados de diferentes plantas na mesma area experimental.

3.2 ANALISE ANATOMICA POR MICROSCOPIA DE LUZ

O o6vulo e as sementes nos estagios utilizados foram coletados e isolados com
auxilio de microscopio estereoscépico (Olympus® — modelo SZ61) e fixados em solugédo
de Karnovsky modificada (glutaraldeido 1% e formaldeido 4% em tampéo fosfato 0,02
M, pH 7,2 - KARNOVSKY, 1965), por 24 h, lavados com tampéo fosfato de sédio a 0,2
M, pH 7,2, por 5 vezes (3 min cada troca). Em seguida, o material foi desidratado e
emblocado em resina tipo metacrilato Leica® conforme orientacdo do fabricante,
modificando-se apenas o tempo de infiltracdo, o qual foi de 21 dias. Os blocos foram
cortados com 5 pum de espessura em microtomo rotativo (Leica® — modelo 2065). A
coloragéo dos cortes foi realizada com azul de toluidinaa 0,12% por 15 min e, em seguida,
fucsina basica a 0,05% por até 1 min de acordo com Junqgueira (1990). Para montagem

das laminas foi utilizada resina sintética Entellan (Merck®) e, posteriormente, as analises
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e obtencdo das imagens foram feitas em microscopio optico (Leica® DM4000 com

sistema digital de captura de imagens).

3.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Fragmentos do integumento interno com aproximadamente 1 mm? de cada
estagio foram cuidadosamente isolados com o auxilio de um microscdpio estereoscépico
(Olympus® — modelo SZ61). No 6vulo e nas sementes com 5 DAP, foi possivel o
isolamento total do integumento interno. Aos 10 e 25 DAP dividiu-se essa estrutura em
duas regides principais: a primeira delas englobou as células entre a epiderme interna e o
sistema vascular do tecido (regido distal), a outra compreendeu as células abaixo do

sistema vascular até a cavidade central (regido proximal).

As amostras foram imediatamente fixadas em solugcdo de Karnovsky
modificada (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2% em tampdo fosfato de sédio 0,1 M
pH 7,2) por 24 h e lavados em tampéo fosfato de sédio 0,1 M pH 7,2 durante 10 min por
trés vezes. A pos-fixacdo foi feita com tetréxido de 6smio 1% por duas horas, sendo em
seguida lavados cinco vezes em tampdo fosfato de sédio por 10 min. As amostras foram
tratadas com acetato de uranila 2% a 4 °C por 12 h e entdo desidratadas em solugdes de
concentracdes de etanol progressivamente crescentes de 17%, 35%, 50%, 70%, 85%,
95% (2x) e 99,5% (3x) durante 10 min em cada solugéo e, em acetona (2x) por 15 min.
As amostras foram infiltradas em resina epoxi Spurr EMS® utilizando como solugéo de
troca a acetona nas seguintes proporgdes: 1:2, 1:1 e 2:1 de resina e acetona,
respectivamente e, finalmente a adicdo de resina pura. Em seguida as amostras foram
emblocadas em resina Spurr EMS® e polimerizadas a 60 °C por 24 h. Seccdes ultra-finas
(70 nm) foram feitas com navalha de diamante em ultramicrotomo Reichert OM U3. Os

cortes foram coletados em grades de cobre de 200 mesh cobertas com formvar (Electron
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Microscopy Sciences, EMS®) e contrastados com acetato de uranila (5%) e citrato de
chumbo. A obtencdo das micrografias eletronicas foi realizada com a utilizagdo de um

microscopio eletronico de transmissdo Zeiss EM 109 operado em 80 kV.

3.4 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA
3.4.1 Preparo do material vegetal

Para avaliar a expressao génica, o integumento interno do évulo e de sementes
com 5 e 10 dias apds a polinizacdo (DAP) foram isolados. No entanto, em sementes com
25 DAP o tecido em estudo foi dividido em duas regiGes: distal e proximal em relacéo a
cavidade central dessas sementes. O isolamento do material foi realizado como descrito
anteriormente e imediatamente imerso em N liquido e em seguida armazenado para

posterior utilizagdo.

Foram avaliados a expressao relativa de sete hidrolases e dois inibidores de
peptidases: arabinofuranosidase, glucanase, peptidase cisteinica com cauda RDEL,
peptidase cisteinica com cauda KDEL, peptidase aspartica, peptidase serinica, subtilisina,
inibidor de peptidase cisteinica e serpina. A sequéncia dos iniciadores utilizados estéo de

acordo com Soares et al. (2014).

3.4.2 Extracéo do RNA total

Para extracdo do RNA total, o material isolado foi imediatamente imerso em
N> liquido e macerado, em seguida utilizou-se o Plant RNA Purification Reagent
(INVITROGEN®) de acordo com as instrucdes do fabricante. Aproximadamente 100 mg
do material macerado de cada estagio foi colocado em microtubos de centrifuga tipo
Eppendorf de 1,5 mL autoclavados e adicionou-se 500 pL do Plant RNA Reagent, em

seguida o material ficou incubado por 10 min na posi¢do horizontal para aumentar a
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superficie de contato. Passado esse tempo o material foi centrifugado a 12 000 g por 5
min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado e transferido
para um novo microtubo e acrescentou-se um volume de 100 pL de NaCl 5 M e 300 pL
de cloroférmio, em seguida todos os componentes foram homogeneizados por leve
inversdo. Centrifugou-se o material por 10 min a4 °C, formando 3 camadas bem distintas.
A camada superior foi cuidadosamente retirada e transferida para um novo microtubo e a
ele adicionou-se igual volume de isopropanol para precipitacdo do RNA. A incubagéo do
material durou 10 min seguido de uma centrifugacdo a 12 000 g por 10 min, 4 °C. Nesta
etapa, o sobrenadante foi retirado e descartado e ao precipitado adicionou-se 1 mL de
etanol 70% para lavagem, retirando todos os resquicios do isopropanol. As amostras
foram novamente centrifugadas a 12 000 g por 2 min a 4 °C. Todo o etanol foi retirado
cuidadosamente e o precipitado foi colocado para secar em capela de fluxo laminar
vertical. Finalmente, o precipitado foi ressuspenso em 30 uL de agua tratada com dietil
pirocarbonato (DEPC, SIGMA) 0,1% e quantificado por espectrofotometria utilizando-

se Nanodrop (ND 1000) em leituras a 260 nm.

A avaliacdo da integridade do RNA total extraido foi realizada com a
aplicacdo de 1 pug do material obtido em gel de agarose 1,2% em tampao acido 3-(N-
morfolino) propanosulfénico (MOPS) (MOPS 20mM; acetato de s6dio 5 mM e EDTA 1
mM, pH 7,0) contendo 0,05 pg/ml de brometo de etidio. A corrida eletroforética

procedeu-se a 100 V.

3.4.3 Digestdo do DNA gendmico

Para a remocéo do DNA genémico do RNA total extraido utilizou-se a DNase
I (INVITROGEN®) de acordo com as etapas disponibilizadas pelo fabricante

(https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/18068015.pdf). Inicialmente, de
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cada amostra utilizou-se 1 pug do RNA total juntamente com 1 pL de tampé&o de reacéo e
1 puL de DNase I (1 U/uL) e dgua tratada com DEPC q.s.p. 10 pL. Os componentes foram
homogeneizados levemente e incubados por 15 min a temperatura ambiente e em seguida
a DNase foi inativada com a adi¢do de 1 pL de EDTA 25 mM e aquecimento a 65 °C por

10 min.

3.4.4 Transcricéo reversa (RT)

A sintese do DNA complementar (cDNA), através da reacdo de transcrigdo
reversa foi feita utilizando 0,5 pg de RNA tratado com DNase | (5,5 pL). Na primeira
etapa desse processo 0 RNA foi combinado com 0,5 pg de oligo (dT):1s (PROMEGA), e
em seguida incubado a 70 °C por 5 min e imediatamente colocado para resfriar em banho
de gelo por no minimo 5 min. Em seguida, adicionou-se 0 mix da reacdo de transcri¢ao
reversa composto por dNTPs 0,5 mM (PROMEGA); MgCl; 2,5 mM; tampé&o de reacdo 1
X; 1 pL da enzima transcriptase reversa ImProm-II™ Reverse Transcription System
(PROMEGA) e 4gua livre de RNases (g.s.p. 13,5 uL). Ap6s a adi¢do do mix, as amostras
foram submentidas as seguintes condi¢des: anelamento a 25 °C por 5 min; extenséo a 42
°C por 1 hora e, finalmente a inativacéo da transcriptase reversa a 70 °C por 15 minutos.
O cDNA obtido foi quantificado por espectrofotometria utilizando Nanodrop (ND 1000)

com leituras a 260nm e em seguida armazenado a -20 °C até a utilizacéo.

3.45RT-gPCR

As reagdes de RT-gPCR foram realizadas utilizando o Mastercycler® ep
realplex (Eppendorf AG, Hamburg) em placas de 96 pocos (Eppendorf) segundo as
instrugdbes do kit BRYT Green GoTag®qPCR Master Mix (PROMEGA)

(https://www.promega.com.br/resources/protocols/technical-manuals/101/gotag-gpcr-
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master-mix-protocol/). Em cada reagdo utilizou-se 10 puL do GoTaq®qPCR Master Mix

2X; 20 ng de cDNA; 200 nM dos iniciadores forward e reverse e &gua RNase free q.s.p.
20 pL. O controle negativo, sem cDNA, foi realizado para cada combinagéo entre amostra
e iniciador. Ap0s a preparacao das amostras e aplica¢do na placa, utilizou-se uma pelicula
adesiva para selar cada poco. Em seguida, a placa foi disposta no termociclador utilizando
0 seguinte programa: 5 min a 95 °C para ativacdo da enzima, em seguida 40 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 15 s, anelamento a 60 °C por 15 s e a extensdo a 60 °C por 20 s.
Para avaliar a especificidade dos iniciadores, adicionou-se a curva de fusdo com os
seguintes parametros: 95 °C por 15 s; 60 °C por 15 s; aquecimento de 60 °C para 90 °C
por 20 min e 95 °C por 15 s. O delineamento experimental foi realizado com duas

replicatas bioldgicas e trés replicatas técnicas em triplicata (n=18).

Os dados obtidos do RealPlex 1.5 foram exportados para o programa Excel e
analisado por meio do método AACt conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001).
Quatro genes de referéncia foram utilizados para normalizacdo dos dados (gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase-GAPDH, fator de alongacéo alfa 1- EF1, enzima conjugadora de
ubiquitina- UCP e fosfatase alcalina 2A-PP2A) (ROCHA et al., 2013; SOARES et al.,

2014).

Para o célculo de expressdo relativa do évulo e sementes com 5 e 10 DAP
utilizou-se como calibrador o 6vulo e para as sementes com 25 DAP utilizou-se a regido
distal como calibrador. Os trés primeiros estagios (6vulo, 5 e 10 DAP) foram comparados
estatisticamente pelo teste de Tukey (0=0,05), enquanto que em sementes com 25 DAP,
o integumento interno foi dividido em regido distal e proximal e a analise de expressdo
génica relativa se deu comparando ambas as regiGes dentro desse estagio pelo teste t de

Student (a=0,05).


https://www.promega.com.br/resources/protocols/technical-manuals/101/gotaq-qpcr-master-mix-protocol/
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL

4.1.1 Caracteristicas ultraestruturais do integumento interno do 6vulo de J. curcas

O ovulo de J. curcas é constituido pelo nucelo, e por dois integumentos, o
externo e o interno; tecidos que juntos envolvem o saco embrionario (Fig. 2A). O
integumento externo é constituido por 6 a 8 camadas de células parenquimaticas (Fig.
2A). O integumento interno é vascularizado e constituido por, aproximadamente, 19
camadas de células com citoplasma denso, sendo que duas delas constituem a epidermes

da face interna e externa e as demais o mesofilo (Fig. 2B).

A analise ultraestrutural foi realizada no mesofilo do integumento interno, nas
camadas celulares 1, 9 e 17 conforme mostrado na Fig. 2B. A camada 1 refere-se as
células localizadas logo abaixo da epiderme externa, a camada 9 aquelas préximas ao
sistema vascular e a camada 17 sdo as células adjacentes a epiderme interna deste tecido
(Fig. 2B). Essas camadas celulares foram escolhidas com o intuito de mostrar
caracteristicas ultraestruturais marcantes incluindo, a vacuolizacdo e o afastamento do

citoplasma e organelas para a periferia dessas células.
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Figura 2. Anatomia do 6vulo de J. curcas. (A) Seccdo longitudinal mostrando os tecidos
que constituem o 6vulo. (B) Ampliagdo do integumento interno mostrando a localizacéo
das células estudadas na analise de microscopia eletrdnica de transmissao. Legenda: Bn,
bico nucelar; Ca, carlncula; Ee, epiderme externa do integumento interno; Ei, epiderme
interna do integumento interno; le, integumento externo; li, integumento interno; Mi,
micropila; Ms, mesofilo; N, nucelo; Sc, saco embrionério; Sv, sistema vascular; c1,
camada 1; ¢9, camada 9; c17, camada 17.
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A camada 1 (Fig. 2B, cl1) apresentou células com citoplasma denso e
ribossomos abundantes, ndcleo esférico, conspicuo e volumoso, além de pequenos
vacuolos dispostos no citoplasma (Fig. 3A). Os vacutolos sdo preenchidos, quase sempre,
por pequenas inclusdes elétron densas e algumas vesiculas (Fig. 3A e D). Mitocondrias
com cristas proeminentes, reticulo endoplasmatico liso e rugoso (Fig. 3B) e dictiossomos
com suas cisternas aparentes (Fig. 3C) foram comumente observados nessas células.
Plastidios contendo grdos de amido em seu estroma e vacuoma formado por pequenos

vacuolos apresentando provaveis pontos de fusdo tambeém foram observados (Fig. 3D).

Na camada 9 (Fig. 2B, c9) observou-se células mais vacuoladas, em
comparagado ao observado na cl1; o nicleo ainda € evidente e os plastidios e mitocéndrias
estdo dispostos ao seu redor, além da presenca de varios plasmodesmas na parede celular,
conectando as células do mesofilo (Fig. 4A). Observou-se também invaginacGes da
membrana plasmatica, envolvendo material elétron denso e pequenas vesiculas, que

aparentemente se projetam para o interior do vacutolo (Fig. 4B e C).

Além disso, observou-se a integridade do tonoplasto, membrana circundante
dos vacuolos (Fig. 4D). A presenca de corpo multivesicular no interior do vacuolo foi
observado (Fig. 4E). A presenca de vacuolos menores com pontos de fusdo também foi
identificada (Fig. 4F); o lumen destas organelas ainda apresenta material floculento e
inimeras vesiculas. De modo geral, observaram-se muitas mitocondrias e plastidios

localizados proximos a parede celular.
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Figura 3. Ultraestrutura do integumento interno do évulo de J. curcas, camada 1 (A) Visao
geral de uma célula com organelas dispersas no citoplasma. (B) Mitocdndrias com cristas
proeminentes e reticulo endoplasmatico liso e rugoso. (C) Complexo de Golgi com inimeras
cisternas. (D) Plastidio e vacuoma composto de pequenos vacuolos se fundindo. Legenda:
a, amido; cg, complexo de Golgi; m, mitocondria; nu, ndcleo; pc, parede celular; pl,
plastidio; rer, reticulo endoplasmatico rugoso; rel, reticulo endoplasmatico liso; v, vacutolo;
seta vermelha, vesiculas e membranas; seta azul, pontos de fusdo de vacutolos; triangulo
amarelo, compostos fendlicos.
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Figura 4. Ultraestrutura do integumento interno do 6vulo de J. curcas, camada 9. (A) Visao geral da célula com plastidios e mitocondria ao redor
do ndcleo e a presenga de plamodesmas dispostos na parede celular. (B) e (C) Invagina¢fes da membrana plasmatica. (D) Citoplasma periférico e
tonoplasto integro. (E) Corpo multivesicular no interior do vactolo e organelas adjacentes a parede celular. (F) Pontos de fusdo de vacuolos.
Legenda: a, amido; cmv, corpo multivesicular; m, mitocondria; nu, nucleo; pc, parede celular; pl, plastidio; v, vacuolo; seta preta, plasmodesma;
seta vermelha, vesiculas e membranas; seta azul, ponto de fusdo de vacuolos; seta amarela, invaginacdes da membrana plasmatica; ponta de seta,
tonoplasto; tridngulo amarelo, compostos fendlicos.
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A camada 17 do mesofilo (Fig. 2B, c17), adjacente a epiderme interna, possui
células com vacuolo amplo, na maioria das vezes, situado na regido central e, ainda o
aumento de corddes transvacuolares, sinais evidentes de que essas organelas estdo em
processo de fusdo (Fig. 5A). Além disso, foi possivel observar vesiculas de variados
tamanhos preenchidas por material amorfo no interior dos vacutolos (Fig. 5C e D). De
maneira geral, os plastidios ameboidais, mitocdndrias, complexo de Golgi e o nucleo na

periferia das células foram observados (Fig. 5A-D).

As células do integumento interno do 6vulo possuem citoplasma denso e rico
em ribossomos, além de evidentes organelas celulares incluindo, mitocondrias, plastidios,
reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. Contudo, a medida que a analise progrediu
em direcdo ao saco embrionario observou-se aumento da vacuolagéo e expansdo celular.
Além de outras caracteristicas tais como: invaginacdo da membrana plasmatica e

vacuolos quase sempre preenchidos com vesiculas e material amorfo.

4.1.2 Caracteristicas ultraestruturais do integumento interno de sementes com cinco
dias apoés a polinizacéo (DAP)

Em sementes com 5 dias apds a polinizacdo (DAP), o integumento interno
possui, aproximadamente 23 camadas de células na sua grande maioria vacuoladas,
exceto as camadas de células referentes as epidermes externa e interna (Fig. 6A). Dentre
as quais selecionou-se as camadas que constituem o mesofilo 1, 9, 12 e 21,
respectivamente; partindo da regido distal do ii até a camada celular adjacente a epiderme

interna (Fig. 6B).
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Figura 5. Ultraestrutura celular do integumento interno do évulo de J. curcas, camada
17. (A) Visao geral da célula com vacuolo ocupando a parte central. (B) Plastidios,
mitocdndrias e complexo de Golgi dispostos na periferia da célula. (C) e (D) Vesiculas
no interior dos vaclolos. Legenda: a, amido; m, mitocdndria; nu, ndcleo; p,
plastoglébulos; pc, parede celular; pl, plastidio; v, vactolo; seta vermelha, vesiculas e
membranas; seta azul, fusdo de vacutolos.
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Figura 6. Anatomia de sementes de J. curcas, 5 dias apds a polinizacdo (DAP). (A)
Seccdo longitudinal mostrando os tecidos que constituem a semente com 5 DAP. (B)
Ampliagdo do integumento interno mostrando a localizagdo das células estudadas na
analise de microscopia eletronica de transmissdo. Legenda: Cc, cavidade central; Ee,
epiderme externa; Ei, epiderme interna; N, nucelo; le, integuento externo li, integumento
interno; Ms, mesofilo; Sv, sistema vascular; c1, camada 1; c9, camada 9; c12, camada 12;

c21, camada 21.
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As células da camada 1 (Fig. 6B, c1), localizadas imediatamente abaixo da
epiderme externa, possuem paredes delgadas com inumeros plasmodesmas, pequenos
vacuolos e plastidios com membranas internas pouco desenvolvidas e nucleo central (Fig.
7A), similarmente ao que foi observado na mesma regido do ii do évulo (Fig. 3A).
Espacos periplasmaticos sdo definidos como o afastamento da plasmalema da parede
celular preenchidos ou ndo por algumas vesiculas e, foram frequentemente observados
(Fig. 7A). A maioria dessas vesiculas, também chamadas de corpos paramurais,

apresentam membrana externa integra.

Nesta mesma camada de células, identificou-se fusdo de vactolos margeados
pelo complexo de Golgi, indicando algum tipo de transporte entre ambas (Fig. 7B). Nota-
se ainda a formacédo de vesiculas dispostas proximas a membrana plasmatica (Fig. 7C) e
plasmodesmatas foram constantemente observados (Fig. 7C e D). Os plastidios
apresentaram graos de amido no seu estroma, além de estarem quase sempre flanqueados
pelo reticulo endoplasmatico rugoso periplastidial (Fig. 7C e D). Observou-se também

tonoplasto integro (Fig. 7D).

Na camada 9 (Fig. 6B, c9), localizada regido mediana do mesofilo, as células
apresentam grande vacuolo central, ntcleo lobado e organelas citoplasmaticas dispostas
na periferia celular (Fig. 8A). Caracteristicas tais como: a formacgdo de grande espaco
periplasmatico ocupado por restos de membranas, vactolo ocupado por grandes
vesiculas, uma fina faixa de citoplasma contendo complexo de Golgi e plastidios com
plastoglobulos em seu estroma foram frequentemente observadas nesta regido do ii (Fig.
8B e C). Observou-se também, a presenca de inimeras vesiculas secretoras dispostas no
citoplasma que parecem brotar da face cis e trans do complexo de Golgi e estdo quase
sempre proximas as inimeras cisternas do reticulo endoplasmatico liso (Figs. 8B, C, E e

F).
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Figura 7. Ultraestrutura do integumento interno de sementes de J. curcas com 5 dias apds a
polinizacdo (DAP), camada 1. (A) Visdo geral da célula com organelas dispostas ao redor do
nucleo, pequenos vacuolos e espago periplasmatico. (B) Fusdo de vacuolos. (C) Plamodesmas e
corpos paramurais. (D) Plastidio flanqueado por reticulo periplastidial, plasmodesmas e
tonoplasto integro. Legenda: a, amido; cg, complexo de Golgi; m, mitocdndria; nu, nicleo; pc,
parede celular; pl, plastidio; v, vacutolo; estrela, espaco periplasmatico; seta vermelha, vesiculas,
membranas e corpos paramurais; seta azul, fusdo de vacuolos; ponta de seta, tonoplasto; seta roxa,
reticulo periplastidial; seta preta, plasmodesma.



Figura 8. Ultraestrutura do integumento interno de sementes de J. curcas com 5 dias ap6s a polinizacdo (DAP), camada 9. (A) Visdo geral da
célula com espaco periplasmatico e citoplasma periférico. (B) Inimeras cisternas do reticulo endoplasmatico e vesiculas provenientes do
complexo de Golgi. (C) Ampliacdo da regido quadriculada em B (D) Presenca de ricinossomos. (E) e (F) Complexo de Golgi com vesiculas
secretoras, reticulo endoplasmatico liso e plastidios com plastoglébule. Legenda: a, amido; cg, complexo de Golgi; m, mitocondria; nu, nucleo;
p, plastoglébule; pc, parede celular; pl, plastidio; rel, reticulo endoplasmatico liso; r, ricinossomos; v, vacuolo; estrela, espaco periplasmatico;
seta vermelha, vesiculas e membranas.
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Né&o obstante, nota-se também a presenca dos ricinossomos que sdo organelas
derivadas de reticulo endoplasmatico, encontradas exclusivamente em células vegetais,
além disso, identificamos ribossomos aderidos a membrana que delimita esta organela
(Fig. 8D). A camada 12 apresentou as mesmas caracteristicas observadas na camada 9,
entretanto, nessa camada (c12) observou-se 0s primeiros sinais evidentes da ruptura do

tonoplasto do vacuolo central (Fig. 9A).

Na camada 21 (Fig. 6B, c21), adjacente a epiderme interna do ii, observou-se
células mais vacuoladas em comparacdo as camadas anteriores e com uma estreita
camada de citoplasma periférico contendo plastidios e nucleo lobado (Fig. 9B). O
complexo de Golgi libera vesiculas secretoras, no entanto, com menor intensidade do que
foi observado nas células das camadas superiores (Fig. 9C e D). Os plastidios ladeados
por reticulo periplastidial sdo associados com ribossomos indicando, provavelmente,
sintese de proteinas (Fig. 9C). Nesse estagio, as células do integumento interno
apresentam nucleo lobado, além de agregados de cromatina condensada dispostos

préximos a carioteca (Fig. 9D).

Em suma, a analise ultraestrutural das células que comp®e o ii das sementes
com 5 DAP mostrou diferencas relevantes daquelas observadas nas células do ii 6vulo,
das quais podemos citar: a formacao de grandes espacos periplasmaticos, presenca de um
grande nimero de cisternas de reticulo endoplasmatico liso, liberacdo de indimeras
vesiculas do complexo e Golgi, presenca de alguns ricinossomos e a ruptura do

tonoplasto.
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Figura 9. Ultraestrutura do integumento interno de sementes de J. curcas com 5 dias apés a
polinizagdo (DAP). (A) Ruptura do tonoplasto, especificamente na camada 12. (B) Visao geral
da celula com citoplasma periférico, vacuolo e ndcleo lobado, camada 21.(C) e (D) Complexo
de Golgi liberando vesiculas secretora e nucleo lobado em D, camada 21. Legenda: cg, complexo
de Golgi; m, mitocdndria; nu, nacleo; pl, plastidio; pc, parede celular; v, vactolo; p,
plastoglébule; estrela, espaco periplasmético; seta roxa, reticulo periplastidial; seta vermelha,
vesiculas e membranas; ponta de seta, tonoplasto.
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4.1.3 Caracteristicas ultraestruturais do integumento interno de sementes com 10 DAP

O integumento interno das sementes com 10 DAP é constituido por,
aproximadamente, 30 camadas de células bem mais vacuoladas que aquelas observadas
no mesmo tecido do 6vulo e sementes aos 5 DAP (Fig. 10A). Adicionalmente, observou-
se a auséncia da camada de células referente a epiderme interna e o consumo de células
do mesofilo adjacentes a cavidade central, sinais de degradacdo celular (Fig. 10B). As
regides distal e proximal, em relacdo a cavidade central, foram analisadas por MET e

estdo identificadas na figura 10B.

Nas camadas subjacentes a epiderme (regido distal), as células possuem uma
fina camada de citoplasma periférico, onde estdo mitocondrias e plastidios, estes Gltimos
com membranas internas bem formadas (Fig. 11A e B) e por vezes apresentam graos de
amido mergulhados em seu estroma (Fig. 11B). A presenca de nucleo lobado com
cromatina condensada aderidos ao involucro nuclear foi frequentemente observado (Fig.
11A e B). O complexo de Golgi apresentou, aparentemente, nimero reduzido de cisternas
e vesiculas secretoras, quando comparado ao estagio anterior (5 DAP) (Fig. 11C). Notou-
se invaginacGes da membrana plasmatica e preenchimento do espago formado com

pequenas vesiculas, além da auséncia do tonoplasto (Fig. 11D).

As células das camadas proximas a cavidade central (regido proximal)
também sdo vacuoladas, com citoplasma periférico e espagos periplasmaticos ocupados
por inimeras vesiculas, além da presenca de plastidios com sistema de membranas
internas bem definidos. Todavia, ndo foi possivel observar tonoplasto integro; apenas
resquicios de material citoplasmatico delimitados pela membrana plasmaética e parede

celular (Fig. 12A, B e C). Os ricinossomos estdo presentes em grande nimero
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Figura 10. Anatomia de sementes de J. curcas, 10 dias apos a polinizacdo (DAP). (A) Secgédo
longitudinal mostrando os tecidos que constituem a semente com 10 DAP. (B) Ampliacéo do
integumento interno mostrando a localizagdo das células estudadas na analise de microscopia
eletronica de transmissdo. Observa-se a auséncia da epiderme interna do integumento interno e
a presenca de uma fina camada de citoplasma. Legenda: Ca, caruncula; Cc, cavidade central,
Ee, epiderme externa. En, endosperma; le, integumento externo; li, integumento interno; Ms,
mesofilo.
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Figura 11. Ultraestrutura da regido distal do integumento interno de sementes de J. curcas com
10 dias apos a polinizacdo (DAP). (A) e (B) Faixa estreita de citoplasma periférico com
mitocdndrias, nicleo e plastidios, além de, espacos periplasmaticos. (C) Complexo de Golgi
com numero reduzido de cisternas. (D) Invaginagdo da membrana plasmaética. Legenda: a,
amido; cg, complexo de Golgi; nu, nacleo; m, mitocondria; pl, plastidio; pc, parede celular; rer,
reticulo endoplasmaético rugoso; v, vacuolo; estrela, espaco periplasmatico; seta amarela,
invaginacdo da membrana plasmatica.
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Figura 12. Ultraestrutura da regido proximal do integumento interno de sementes de J. curcas com 10 dias ap6s a polinizacdo (DAP). (A)-(D)
Faixa estreita de citoplasma periférico com mitocondrias, plastidios, espaco periplasmatico, auséncia do tonoplasto integro e grande nimero de
ricinossomos. (E) Rompimento da parede celular e extravasamento do contetdo citoplasmético. (F) Ampliacdo de E. Legenda: m, mitocéndria; p,
plastoglébule; pl, plastidio; pc, parede celular; r, ricinossomos; v, vacuolo; estrela, espaco periplamatico; seta vermelha, membrana e vesiculas;
ponta de seta, tonoplasto.
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exclusivamente na regido proximal do integumento interno (Fig. 12A-D). E finalmente,
na Ultima camada de células, observou-se a ruptura da parede celular (Figura 12E) com

liberacdo de restos celulares como detalhado na figura 12F.

Em geral, observou-se modificacdes evidentes nas células do ii em
comparacgéo ao 6vulo. A vacuolizacao e expansdo dessas células foi significativa, no qual
uma fina camada de citoplasma contendo as organelas estd aderido a membrana
plasmatica. Ndcleo lobado com cromatina condensada, reducdo no numero de vesiculas
secretadas pelo complexo de Golgi e invaginacdes da membrana plasmatica sdo
caracteristicas comumente observadas. A presenca dos ricinossomos em quase todas as

células e a ruptura da parede celular foram notadas apenas na regido proximal do ii.

4.1.4 Caracteristicas ultraestruturais do integumento interno de sementes com 25 DAP

As sementes com 25 DAP possuem integumento interno constituido por
aproximadamente 25 camadas de células bastante expandidas. Observou-se uma fina
camada de endosperma entre a cavidade central e o mesofilo do ii (Fig. 13A). As células
localizadas entre o sistema vascular e 0 endosperma sdo mais alongadas (vacuoladas,
maiores) que aquelas préximas a epiderme externa (Fig. 13B). Diferentemente do que
foi visto aos 10 DAP, a epiderme externa apresenta células alongadas formando uma
palicada. Analisou-se, portanto, as camadas de células subjacentes a epiderme (regido

distal) e adjacentes a cavidade central (regido proximal) (Fig. 13B).
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Figura 13. Anatomia de sementes de J. curcas, com 25 dias ap0s a polinizacdo (DAP). (A) Sec¢édo
longitudinal mostrando os tecidos que constituem a semente com 25 DAP. (B) Ampliacdo do
integumento interno mostrando a localizacdo das células estudadas na analise de microscopia
eletronica de transmissdo. Observa-se a auséncia da epiderme interna do integumento interno e a
presenca de uma fina camada de endosperma. Setas indicam células lisadas. Legenda: Ca,
cartncula; Cc, cavidade central; Ee, epiderme externa; En, endosperma; le, integumento externo;
li, integumento interno; Ms, mesofilo; Sv, sistema vascular.
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Nas células localizadas na regido distal observou-se pouco citoplasma, no
entanto, organelas tais como: mitocéndria, plastidios, peroxissomos e nucleo lobado estéo
presentes na periferia das células (Fig. 14A). Nas micrografias com maior aumento (Fig.
14B, C e D), evidenciou-se plastidios com sistema de membranas internas em processo
de degradacdo bem como, mitocondrias com cristas irregulares e membranas externas
deformadas. Adicionalmente, apenas neste estagio foi possivel identificar a presenca dos
peroxissomos com ndcleo paracristalino bem formado (Fig. 14B). Nota-se também
reticulo periplastidial rugoso flanqueando os plastidios, plasmodesmas (Fig. 14B e C) e
cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso dilatadas dispersos no citosol (Fig. 14B). Nas
células das camadas celulares adjacentes a cavidade central, observou-se o acimulo de
vesiculas, sempre proximas a membrana plasmatica, além de organelas deformadas (Fig.
15A e C). Os plastidios, mitocéndrias e peroxissomos apresentaram-se disformes e com
sinais de ruptura (Fig. 15B, C e E). Finalmente, identificou-se o rompimento da

membrana plasmatica e da parede celular (Fig. 15C e D).

Diferentemente do évulo e dos demais estagios (5 e 10 DAP), a analise
ultraestrutural do ii das sementes com 25 DAP mostrou células quase sem contedo
citoplasmatico, além de, mitocondrias, plastidios e peroxissomos com sinais de
degradacéo e localizados na periferia das células. A ruptura da membrana plasmatica e

parede celular ocorreu exclusivamente nas células adjacentes a cavidade central.
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Figura 14. Ultraestrutura da regido distal do integumento do interno de sementes de J. curcas
com 25 dias ap6s a polinizacdo (DAP). (A) Visao geral da célula com muito pouco citoplasma
citoplasma e organelas dispostas na periferia. (B) Peroxissomos e reticulo endoplasmatico
rugoso com cistenas dilatas. (C) Plasmodesmas e plastidio com reticulo periplastidial. (F)
Mitocbndrias com cristas irregulares. Legenda: m, mitocondria; p, plastoglébule; pe,
peroxissomos; pc, parede celular; pl, plastidio; v, vacuolo; seta roxa, reticulo periplastidial; seta
preta, plasmodesmas.
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Figura 15. Ultraestrutura da regido proximal do integumento interno de sementes de J. curcas com
25 dias apds a polinizacdo (DAP). (A) Visao geral da células com organelas deformadas na proximas
a parede celular. (B) Mitocondrias com sinais de degradacdo. (C) Plastidio com membrana
circundante rompida e ruptura da membrana plasmatica. (D) Ruptura da parede celular. (E)
Peroxossimo com sinais de degradagdo, barra: 500 nm. Legenda: a, amido; m, mitocondria; mp,
membrana plasmatica; pe, peroxissomo; pc, parede celular; pl, plastidio; seta vermelha, membrana e
vesiculas.
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4.1.5 Mudangas ultraestruturais das mitocondrias em celulas do integumento interno de
J. curcas

As mudangas ultraestruturais das mitocondrias foram acompanhadas por
MET no integumento interno do évulo e de sementes em desenvolvimento (5, 10 e 25
DAP) de J. curcas. Observou-se principalmente as diferengas quanto a forma e o didmetro

dessas organelas a medida que o processo de degeneracdo das células progredia.

De modo geral, as mitocdndrias presentes no integumento interno do dvulo
apresentaram forma esférica com poucas, mas, bem evidentes, cristas no seu limen (Fig.
16A). Estas organelas apresentaram matriz elétron-densa envolvida por uma dupla
membrana visivel. Aos 5 DAP, a grande diferenca estd na diminuicdo da elétron-
densidade da matriz mitocondrial, muito embora, a forma e o tamanho em ambos os
estagios pareca muito similar (Fig. 16B). No integumento interno de sementes com 10
DAP e 25 DAP, observou-se mitocdndrias aparentemente maiores que 0S estagios
anteriores (Fig. 16C e D), e aos 25 DAP observou-se a dilatagdo das cristas mitocondriais
e da membrana que envolve esta organela. Portanto, observou-se modificagfes aparentes
na ultraestrutura das mitocéndrias, especialmente, quanto a forma que variou de esférica

a alongadas. Além das cristas e membranas mitocondriais dilatadas.
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Figura 16. Ultraestrutura das mitocondrias do integumento interno do 6vulo e de sementes em
desenvolvimento de J. curcas. (A) Mitocondrias do integumento interno do évulo. (B) 5 DAP. (C)
10 DAP. (D) 25 DAP. Legenda: nu, nucleo; pl, plastidio; m, mitocéndria; pc, parede celular; v,
vacuolo; rel, reticulo endoplasmatico liso.
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4.1.6 Ultraestrutura da transicao de plastidios a gerontoplastos no integumento
interno de J. curcas

As mudangas na ultraestrutura dos plastidios também foram estudadas através
da MET. Neste caso observou-se as mudangas ao longo do integumento interno dos
estagios avaliados (6vulo e sementes com 5, 10 e 25 DAP), como demonstrado nas figuras

17A, E e 18A, D.

No 6vulo, os plastidios apresentaram, em sua maioria, grdos de amido
mergulhados no estroma (Fig. 17B-D). Adicionalmente, observou-se uma diferenciagdo
na ultraestrutura dessa organela ao longo do integumento interno. Os plastidios
encontrados nas células abaixo da epiderme externa apresentaram forma esférica com
estroma denso (Fig. 17B). No entanto, na camada mediana constatou-se plastidios com
sistema de endomembranas bem formado e plastoglobulos dispersos no seu interior (Fig.
17C), similarmente a ultraestrutura que foi notada destas organelas presentes nas células
adjacentes a cavidade central, muito embora, com auséncia de plastoglébulos (Fig. 17D).

Além disso, em ambas as regides os plastidios apresentaram formas ameboidais.

De maneira geral, as caracteristicas ultraestruturais destas organelas no
integumento interno de sementes com 5 DAP foram similares ao descrito anteriormente
(Fig. 17F-H), contudo, grande parte dos plastidios deste tecido apresentaram forma
esférica. Ademais, aos 10 DAP observou-se plastidios com sistema de membranas
internas bem formado na regido distal do integumento interno (Fig. 18B), entretanto, estas
organelas j& apresentam sinais de degradacdo na porcdo proximal do tecido,

marcadamente pela dilatagcdo destas membranas (Fig. 18C).
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Figura 17. Ultraestrutura dos plastidios do integumento interno do dvulo e de sementes em desenvolvimento de J. curcas com 5 dias ap0s a
polinizagdo (DAP). (A) e (E) Anatomia do integumento interno do dvulo e sementes com 5 DAP indicando as localizagdes estudadas por
microscopia eletrdnica de transmissdo. (B), (C) e (D) Plastidios observados nas células abaixo da epiderme externa, regido mediana e adjacente a
cavidade central do 6vulo, respectivamente. (F), (G) e (H) Plastidios observados nas células abaixo da epiderme externa, regido mediana e
adjacente a cavidade central de sementes com 5 DAP, respectivamente. Legenda: a, amido; cc, cavidade central; ee, epiderme externa; ei, epiderme
interna; pl, plastidio; m, mitocondria; ms, mesofilo; pc, parede celular; p, plastoglobule; v, vacuolo.



70

Figura 18. Ultraestrutura dos plastidios do integumento interno de sementes em desenvolvimento de J. curcas com 10 e 25 dias ap6s a polinizacéo
(DAP). (A) e (D) Anatomia do integumento interno de sementes com 10 e 25 DAP indicando as localizagdes estudadas por MET. (B) e (C)
Plastidios observados nas células abaixo da epiderme externa (regido distal) e adjacente a cavidade central (regido proximal) de sementes com 10
DAP, respectivamente. (E) e (F) Plastidios observados nas células da regido distal e regido proximal do integumento interno de sementes com 25
DAP, respectivamente. Legenda: a, amido; cc, cavidade central; ee, epiderme externa; es, estrdomulo; m, mitocondria; ms, mesofilo; pc, parede
celular; pl, plastidio; v, vacuolo.
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No ultimo estagio analisado (25 DAP), essas caracteristicas sdo bem mais
evidentes (Fig. 18E e F), ou seja, na regido distal gerontoplastos ja com membranas internas
dilatadas e estromulos, e por fim observou-se auséncia de endomembranas e ruptura do seu
envoltorio. E valido salientar que a grande parte dos gerontoplastos observados nas
micrografias eletronicas armazenavam grdos de amido no seu interior. Desse modo, durante
0 desenvolvimento do integumento interno, os plastidios parecem sofrer alteraces
morfoldgicas, especialmente quanto as membranas internas que surgem em células da regido
mediana e proximal do ii do évulo e sementes aos 5 DAP. Aos 10 e 25 DAP essas membranas

parecem dilatar progredindo até a degradacao destas organelas.

4.2 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Analisou-se a expressdo génica de nove genes alvo, incluindo sete hidrolases
relacionadas a MCP (arabinofuranosidase, glucanase, peptidase cisteinica com cauda RDEL,
peptidase aspartica, peptidase cisteinica com cauda KDEL, peptidase serinica e subtilisina) e
dois inibidores de peptidases (inibidor de peptidase cisteinica e serpina) no integumento
interno do 6vulo e sementes com 5, 10 e 25 (regido distal e proximal). A especificidade de
cada iniciador foi verificada pela presenca de apenas um pico na curva de fuséo (Fig. 19). Para
o calculo de expressdo relativa do 6vulo e sementes com 5 e 10 DAP utilizou-se como

calibrador o 6vulo e para as sementes com 25 DAP utilizou-se a regido distal como calibrador.
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Figura 19. Curva de fusdo dos genes alvos utilizados na andlise de expressao relativa do
integumento interno do Gvulo e sementes em desenvolvimento (5, 10 e 25 DAP) de J. curcas.
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4.2.1 Hidrolases de parede celular

Avaliou-se a expressdo génica da arabinofuranosidase e glucanase, ambas
hidrolases que catalisam a modificacdo e/ou degradacdo da parede celular. Em relacdo ao
padrdo de expressdo para a arabinofuranosidase, observa-se que 0s niveis de transcritos no
integumento interno do 6vulo nao diferiu estatisticamente ao ser comparado com 5 e 10 DAP.
(Fig. 20A). Similarmente, a expressdo relativa do gene que codifica para glucanase no ii
também néo diferiu estatisticamente entre os estagios estudados (Fig. 20C). Aos 25 DAP, a
regido proximal do integumento interno apresentou niveis de expressao 28 e 5 vezes maior
para arabinofuranosidase e glucanase, respectivamente, quando comparado a porcao distal da

estrutura estudada (Fig. 20B e D).

4.2.2 Peptidases

Das hidrolases estudadas, cinco delas pertencem a classe das peptidases: peptidase
cisteinica com cauda RDEL (Cis-RDEL), peptidase aspartica, peptidase cisteinica com cauda

KDEL (Cis-KDEL), peptidase serinica e subtilisina.

A expressdo relativa de Cis-RDEL n&o diferiu estatisticamente no integumento
interno do 6vulo e sementes aos 5 e 10 DAP (Fig. 21A). No entanto, aos 25 DAP a regido
proximal do ii expressou, aproximadamente, 5 vezes mais este transcrito do que na porgéo
distal (Fig 21B). O padrdo de expressdao da peptidase aspartica também ndo diferiu
estatisticamente entre os estagios iniciais avaliados (5 e 10 DAP) quando comparado ao
calibrador (6vulo). Ao comparar a expressao desta peptidase entre as regides do ii (distal e

proximal) ndo se observou diferenca significativa.
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Figura 20. Expresséo relativa da arabinofuranosidase e glucanase no integumento interno do
6vulo e sementes em desenvolvimento de J. curcas (5, 10 e 25 DAP). (A) e (B) Expressao
relativa da arabinofuranosidase no integumento interno 6vulo e em sementes com 5 e 10 DAP
e nas regides distal e proximal do integumento interno de sementes com 25 DAP. (C) e (D)
Expressdo relativa da glucanase no 6vulo e em sementes com 5 e 10 DAP e nas regides distal
e proximal do integumento interno de sementes com 25 DAP. Em (A) e (C) utilizou-se como
calibrador o 6vulo; Em (B) e (D) utilizou-se como calibrador a regido distal.

Em (A) e (B) barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%

Em (B) e (D) *indica diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student. (ns)
indica que ndo houve diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
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Figura 21. Expressao relativa da peptidase cisteinica com cauda RDEL e peptidase aspartica
no integumento interno do 6vulo e sementes em desenvolvimento de J. curcas (5, 10 e 25
DAP). (A) e (B) Expresséo relativa da cisteinica com cauda RDEL no évulo e em sementes
com 5 e 10 DAP e nas regides distal e proximal do integumento interno de sementes com 25
DAP. (C) e (D) Expressdo relativa da peptidase aspartica no évulo e em sementes com 5 e 10
DAP e nas regides distal e proximal do integumento interno de sementes com 25 DAP. Em
(A) e (C) utilizou-se como calibrador o 6vulo; Em (B) e (D) utilizou-se como calibrador a
regido distal.

Em (A) e (B) barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%

Em (B) e (D) * indica diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
(ns) indica que ndo houve diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
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Os transcritos que codificam para a peptidase cisteinica com cauda KDEL,
armazenada nos ricinossomos (Fig. 22B e D) foram 163 vezes mais expresso no integumento
interno de sementes com 10 DAP (Fig. 22A) ao ser comparado com o 6vulo. Adicionalmente,
aos 25 DAP observa-se que o nivel de expresséo relativa desta enzima na regidao proximal do
integumento interno é de aproximadamente 169 vezes mais que na regido distal (Fig. 22C).
A expressao relativa dos genes que codificam para a peptidase serinica e a subtilisina no ii de
sementes com 10 DAP foi 5 e 14 vezes maior, respectivamente, em relacdo ao observado no
ovulo (Fig. 23A e C). Além disso, na regido proximal do ii de sementes com 25 DAP a
expressdo génica da peptidase serinica foi 20 vezes maior do que na regido distal (Fig. 23B).
Notou-se grande diferenca no nivel de expressdo dos transcritos da subtilisina entre ambas
porcdes do ii de sementes com 25 DAP onde, a regido proximal expressou 244 vezes mais que

a regido distal (Fig. 23D).

4.2.3 Inibidores de peptidases

Avaliou-se também a expressdo relativa de dois inibidores de peptidases, o
inibidor de peptidase cisteinica (Fig. 24A e B) e a serpina (Fig. 24C e D). Em ambos inibidores
de peptidases, o padrdo de expressdo no integumento interno dos trés primeiros estagios
avaliados (6vulo e sementes com 5 e 10 DAP) ndo diferiu estatisticamente. A expressao dos
transcritos para o inibidor de peptidase cisteinica foi, aproximadamente, 3 vezes maior na
porcao proximal do ii quando comparado a regido distal da mesma estrutura. Diferentemente,
do observado para a serpina, onde, ndo houve diferenca estatistica para ambas por¢oes do

tecido analisado.
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Figura 22. Expressdo relativa da peptidase cisteinica com cauda KDEL no integumento
interno do évulo e sementes em desenvolvimento de J. curcas (5, 10 e 25 DAP) e ultraestrutura
dos ricinossomos. (A) e (C) Expressao relativa da cisteinica com cauda RDEL no 6vulo e em
sementes com 5 e 10 DAP e nas regides distal e proximal do integumento interno de sementes
com 25 DAP. (B) e (D) Ultraestrutura dos ricinossomos observados no integumento interno
de sementes com 10 DAP. Legenda: r, ricinossomos. Em (A) utilizou-se como calibrador o
ovulo; Em (C) utilizou-se como calibrador a regido distal.

Em (A) barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre pelo teste de Tukey 5%

Em (C) * indica diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
(ns) indica que nao houve diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
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Figura 23. Expressado relativa da peptidase serinica e subtilisina no integumento interno do
ovulo e sementes em desenvolvimento de J. curcas (5, 10 e 25 DAP). (A) e (B) Expressao
relativa da peptidase serinica no 6vulo e em sementes com 5 e 10 DAP e nas regides distal e
proximal do integumento interno de sementes com 25 DAP. (C) e (D) Expressdo relativa da
subtilisina no 6vulo e em sementes com 5 e 10 DAP e nas regides distal e proximal do
integumento interno de sementes com 25 DAP. Em (A) e (C) utilizou-se como calibrador o
6vulo; Em (B) e (D) utilizou-se como calibrador a regido distal.

Em (A) e (B) barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%

Em (B) e (D) * indica diferenga estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
(ns) indica que ndo houve diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
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Figura 24. Expressao relativa do inibidor de peptidase cisteinica e serpina no integumento
interno do 6vulo e sementes em desenvolvimento de J. curcas (5, 10 e 25 DAP). (A) e (B)
Expressdo relativa do inibidor de cisteina peptidase no 6vulo e em sementes com 5 e 10 DAP
e nas regides distal e proximal do integumento interno de sementes com 25 DAP. (C) e (D)
Expressao relativa da serpina no 6vulo e em sementes com 5 e 10 DAP e nas regides distal e
proximal do integumento interno de sementes com 25 DAP. Em (A) e (C) utilizou-se como
calibrador o 6vulo; Em (B) e (D) utilizou-se como calibrador a regido distal.

Em (A) e (B) barras seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey 5%

Em (B) e (D) * indica diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
(ns) indica que ndo houve diferenca estatistica (P<0,05) entre médias pelo teste t de Student.
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5. DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO INICIAL DO INTEGUMENTO INTERNO DE SEMENTES
DE J. curcas

Caracteristicas comumente observadas em células em processo de diferenciacao
como nucleo central com nucléolo evidente, citoplasma denso e rico em organelas estdo
presentes nas células localizadas nas camadas imediatamente abaixo da epiderme externa do
integumento interno do 6vulo e sementes com 5 DAP. Aspectos similares também foram
observados no inicio da formacdo do revestimento das sementes de Juglans regia L. (WU,

LIU e SILVA, 2009).

Por outro lado, notou-se a progressiva expansao das células ao longo do mesofilo.
Desse modo, os resultados mostraram que as células do ii do dvulo e de sementes com 5 DAP
localizadas adjacentes a epiderme externa possuem vacuoma composto por vacuolos
pequenos, enquanto que, nas camadas mais abaixo, verificou-se o inverso, a presenca de
vacuolos maiores ocupando a regido central das células. Sugere-se, portanto a ocorréncia da
fragmentacdo do tonoplasto desses pequenos vacutolos preexistentes que se fundem para a
formacdo de um Unico e grande vacuolo que, eventualmente, restringe o citoplasma e as
organelas a periferia das células. Esse comportamento foi descrito por van Doorn, Kirasak e
Ketsa (2015) e Ni et al. (2014) em células do mesofilo de sépalas de Dendrobium e na
formacdo de aerénquima em folhas de Typha angustifélia, respectivamente. Todas essas
caracteristicas indicam a maturacdo das células e consequente desenvolvimento do ii nas

sementes de J. curcas.

A presenca de plasmodesmas e reticulo endoplasmatico, principalmente o rugoso
nas células do ii do ovulo e também de sementes aos 5 DAP indicam metabolismo celular
ativo com sintese de proteinas e lipidios e transferéncia de substancias de uma célula a outra

pelo transporte via simplasto (WU, LIU e SILVA, 2009).
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Células do integumento interno do &vulo apresentaram invaginacfes da
membrana plasmatica, preenchidas por vesiculas e material elétron denso, que aparentemente
se projetam para o interior dos vactolos e provavelmente, adentram totalmente para o interior
destas organelas onde séo digeridas. O aparecimento dessas estruturas parece ser comum em
células imaturas de Vinca rosea L. e aumentam em volume durante a vacuolizagdo
(MAHLBERG, OLSON E WALKINSHAW, 1971). An et al. (2006) estudando células de
folhas de Hordeum vulgare L. observaram que essas vesiculas podem ser engolfadas pelo
vaclolo para posterior degradacdo como parte do mecanismo de endocitose, visando

balancear materiais de membrana na secre¢do mediada por vesiculas.

As células vegetais possuem um extenso conjunto de membranas intracelulares,
que juntos compdem o sistema de endomembranas, formado pelo reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi. Este ultimo, por sua vez, estd envolvido com o armazenamento,
transformac&o e destinagdo de substancias produzidas na sintese celular, inclusive na sintese
de polissacarideos destinados a parede celular. No integumento interno de sementes com 5
DAP o complexo de Golgi é formado por vérios dictiossomos, com mais vesiculas secretoras
adjacentes, tanto do lado cis quanto trans, se comparado ao 6vulo. 1sso sugere uma intensa
atividade do Golgi uma vez que essas vesiculas podem estar associadas a proteinas
transportadas do reticulo endoplasmatico para processamento no complexo de Golgi com
posterior liberacdo para seus eventuais destinos (EVERT, 2006; MATHESON, HANTON E
BRANDIZZI, 2006; SILVA et al., 2004). Além das proteinas, os lipidios e polissacarideos
(MACHADO et al., 2012) também passam por esse processamento, que ocorre, justamente,
nas cisternas do Golgi partindo da face cis em direcédo a regido trans, que atua como centro de
triagem e distribuicdo. Portanto, essas observacdes indicam que as células do ii estdo
metabolicamente ativas, principalmente, em relacdo ao processo de divisdo celular que €

comumente observado neste estagio.
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5.2 MODIFICACOES NA ULTRAESTRUTURA DO INTEGUMENTO INTERNO DE
SEMENTES EM DESENVOLVIMENTO DE J. curcas RELACIONADAS A MCP

Estudos anatémicos indicam que a MCP em células do integumento interno de
sementes de J. curcas ocorre de maneira espacialmente gradual, iniciando nas celulas
adjacentes a cavidade central progredindo em direcéo a epiderme externa desta estrutura. Aos
5 DAP um dos primeiros indicios observados de ocorréncia de MCP foi o rompimento do
tonoplasto, visto nas cinco camadas proximas a cavidade central, similarmente ao que foi
observado por Gunawardena, Greenwood e Dengler (2004). Porém, em folhas senescentes, a
ruptura da membrana vacuolar foi observada apenas nos estagios finais do processo de
degradacdo (LIM, KIM e NAM, 2007). Hara-Nishimura e Hatsugai (2011) descrevem dois
tipos de vacuolos: aqueles que acumulam grandes quantidades de proteinas de armazenamento
e os chamados vacuolos liticos que contém enzimas hidroliticas que ao serem liberadas no
citosol sdo responsaveis pela degradacdo de material celular. Estes Ultimos sdo comumente
relacionados & MCP. Portanto, sugere-se que 0s vacuolos observados neste estudo sejam do
tipo litico, uma vez que foram observadas invaginacdes da membrana plasmatica em direcao
a esses vacuolos bem como a presenca de corpos multivesiculares dentro dos mesmos. Além
disso, a ruptura do tonopasto pode funcionar como um interruptor para o aparecimento dos

sinais de ocorréncia da degeneracao celular (van DOORN e WOLTERING, 2005).

Células do integumento interno de sementes com 5, 10 e 25 DAP apresentaram
nacleo disforme (lobado) e agregados de cromatina condensada no nucleoplasma,
caracteristicas comuns de MCP que também foram observados por Zhan et al. (2014) em
células de raiz de Arachis hypoganea L. que estdo em degeneracgéo induzida por aluminio. De
acordo com Dominguez e Cejudo (2012) a senescéncia e a reciclagem dos nutrientes sao
processos altamente regulados e requerem a expressdo diferencial de uma gama de genes,

desta forma, o nucleo é totalmente degradado apenas no estagio final da MCP.
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Outro aspecto observado foi a presenca de vesiculas, também chamadas de corpos
paramurais, localizadas no espago periplasmatico, nos estagios com 5 e 10 DAP. De acordo
com Kamdee et al. (2015), essas vesiculas podem ter duas fungdes: transporte de enzimas
liticas que irdo auxiliar na degradacdo da parede celular e estarem envolvidas na liberagéo de
produtos da degradacdo celular. Algumas destas vesiculas foram observadas dispostas no
citoplasma e no interior dos vacuolos de células do integumento interno de sementes com 5
DAP. Battelli et al. (2011) indicam que a intensa formacdo de vesiculas no citoplasma é
responsavel por sua diluigdo e consequente diminuicdo da sua elétron densidade caracteristica
observada, principalmente, nos estagios mais desenvolvidos (10 e 25 DAP). Por conseguinte,
a translocacédo dessas vesiculas para o interior dos vacuolos pode ter ocorrido devido aumento

da permeabilidade do tonoplasto.

A degradacdo das organelas indica 0 avango no processo de degeneracdo das
células do ii de J. curcas. Contudo observou-se 0 acimulo de amido no interior dos plastidios,
especialmente, no ii de sementes aos 25 DAP. E sabido que o balanco entre a sintese e
degradacdo de amido é fundamental para o fornecimento de fontes de carbono que irdo ser
utilizados em processos celulares importantes, divisdo e crescimento. Sugere-se que umas das
mais importantes enzimas que degradam o amido, a a-amilase, pode ser transportada para 0s
plastidios pela via secretora do complexo de Golgi (KITAJIMA et al., 2009) que também
apresentaram sinais de degradacdo incluindo, diminui¢do do nimero de cisternas e vesiculas
secretadas. Indicando que pode haver uma possivel relacdo entre a diminuicdo da secrecéo do
Golgi e 0 aumento na deposi¢do de amido nos plastidios. Hummel et al., (2010) observaram
um aumento significativo de amido no estroma dos plastidios de células de Nicotiana tabacum
var. Bright Yellow 2, ao promoverem a degradacdo do complexo de Golgi e, presumidamente

bloquear o transporte da a-amilase para o interior dos plastidios.
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Organelas com ndcleo elétron denso e envolvida por uma membrana com
ribossomos aderidos foram observadas em células da regido proximal do ii de sementes aos 5
e, em maior nimero, aos 10 DAP. Estas organelas sdo denominadas de ricinossomos por terem
sido primeiramente identificadas em endosperma de Ricinus communis L. (MOLLENHAUER
e TOTTEN, 1970). Acredita-se que os ricinossomos sdo organelas derivadas de reticulo
endoplasmaético e possuem um papel importante nos eventos de MCP por conter uma pro-
cisteina endopeptidase KDEL. Todavia, no final do estagio de desintegracdo celular, ocorre o
colapso do tonoplasto e acidificagcdo do citoplasma, que por sua vez promove a ruptura da
membrana dos ricinossomos e a liberacdo dessa enzima na sua forma ativa que atua no final
do processamento dos componentes celulares (SENATORE, TROBACHER e
GREENWOOD, 2009). Essas organelas também foram documentadas por Schmid, Simpson
e Gietl (1999), Matsushima et al., (2003), Greenwood, Helm e Gietl, (2005) e, recentemente
por Trobacher et al. (2013) em diversas espécies vegetais como A. thaliana L., Solanum

lycopersicum L., R. communis e agora em J. curcas.

Aos 10 DAP, verificou-se a invaginacdo da membrana plasmatica em diversos
pontos, como similarmente observado por Ni et al. (2015) no remodelamento de folhas de
Allium fistulosum L. e por Gunawardena et al. (2001) na formacao de aerénquima em raiz de
Zea mays L., ambos os casos através de MCP. De acordo com Ni et al., (2015), a invaginacao
da membrana plasmatica da origem aos vacuolos secundarios preenchidos por vesiculas e

estruturas fibrilares e membranosas, todavia, esse material sera degradado gradualmente.

Neste estudo, observou-se peroxissomos esféricos e com contelido paracristalino
bem evidente. Peroxissomos sdo organelas delimitadas por uma Unica membrana capazes de
responder a estimulos e alteracdes extracelulares alterando seu conteldo enzimético e sua
morfologia (DELILLE, ALVES E SCHRADER, 2009). Essas organelas contem, comumente,

enzimas que catalisam as reagdes de oxidagdo, incluindo sistema de B-oxidacdo de acidos
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graxos e a catalase que protege as células de danos oxidativos causados, principalmente, pelo
peroxido de hidrogénio (H202) (KIM e HETTEMA, 2015). Além da atividade oxidativa dessa
organela, Distefano et al., (1997) observaram alta atividade endopeptidasica em folhas
senescentes de ervilha, além disso, identificaram duas peptidases serinicas em peroxissomos
purificados. Portanto, estas caracteristicas podem sugerir que a presenca evidente dos
peroxissomos nas células do integumento interno de sementes com 25 DAP tem relagdo com
0s processos de degeneracdo do integumento interno, justamente por conter hidrolases em sua
matriz, que podem atuar na degradacgdo de proteinas dentro e fora dessas organelas (PALMA
et al., 2002). E importante destacar que 0s peroxissomos presentes na porc¢do proximal do
integumento interno de sementes com 25 DAP mostraram sinais de degradacdo, apresentando-

se disforme e membrana circundante dilatada.

As caracteristicas mais conspicuas observadas nos estagios mais avancados de
MCP séo a desintegracdo da membrana plasmatica e a ruptura da parede celular acompanhada
do extravasamento dos restos celulares (10 e 25 DAP). A ruptura da parede celular também é
observada em folhas senescentes de Nicotiana tabacum L. (UZELAC et al., 2016), assim
como observado no processo de formacao das cavidades secretoras (MARINHO, OLIVEIRA
e TEIXEIRA, 2016; ZHOU et al.,, 2014). Além disso, supBe-se que as vesiculas que
extravasam das células com paredes rompidas podem estar envolvidas com a captagdo e
transporte de substancias destinadas ao desenvolvimento do embrido e do endosperma. Tal
aspecto foi observado por Johansson e Walles (1994) ao estudarem a anatomia e ultraestrutura

do ovulo e sementes em desenvolvimento de Vicia faba L.

A ruptura do tonoplasto do vacuolo litico foi acompanhada pelo aparecimento de nudcleo
lobado com agregados de cromatina, formacao de espacos periplasmaticos preenchidos por
corpos paramurais e acumulo de amido nos plastidios foram observadas nas células

localizadas em toda a estrutura. Ademais, aspectos ultraestruturais marcantes foram
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observados durante a progressdo da MCP, incluindo o aparecimento dos ricinossomos,
invaginagdes da membrana plasmatica e rompimento da parede e membrana plasmatica foram

notados exclusivamente em células proximas a cavidade central.

5.2.1 Aspectos ultraestruturais das mitocondrias

Com base na andlise ultraestrutural foi possivel observar as mudancas na
morfologia das mitocéndrias encontradas em celulas do integumento interno do 6vulo e de
sementes em desenvolvimento (5, 10 e 25 DAP) de J. curcas. De modo geral, observou-se
variacdo na forma e didmetro destas organelas a medida que o ii se desenvolve. Balk e Leaver
(2001) esclarecem que as mudangas na morfologia das mitocondrias podem estar relacionadas
com a progressao da MCP, uma vez que estas organelas podem liberar e translocar citocromo
¢ para o citosol. Por conseguinte, a liberacdo dessa proteina pode interferir na atividade da
cadeia respiratoria e, consequentemente, sintese de ATP. Adicionalmente, as mitocdndrias
podem mediar a fragmentacdo da cromatina do ndcleo de células de A. thaliana cultivadas em
suspensdo através da producao e liberacdo de endonucleases (BALK et al., 2003), um evento
marcante no desenvolvimento da MCP. Essas observagdes podem indicar que o nucleo e as
mitocondrias mantém uma conex&o durante a progresséo da degradacao celular e permanecem
intactas até o final desse processo (DOMINGUEZ e CEJUDO, 2012; ZHAN et al., 2014).
Logo, observou-se ambas organelas disformes, porém, integras no integumento interno de
sementes com 25 DAP que, dentre os estagios estudados esta em processo de degradacao

celular mais avancgado.

Selga, Selga e Pavila (2005) mostraram que a destruicdo mitocondrial no mesofilo
de folhas durante a senescéncia de S. cereale, C. sativus e P. sativum, ocorreu, principalmente,
por processos autofagicos, contrariamente ao que foi observado em nosso estudo, onde,

presumidamente as cristas se dilatam e consequentemente as mitocondrias se fragmentam
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(Fig. 15B e 16D). Estas caracteristicas também foram observadas em mitocéndrias de células
que estdo sofrendo MCP na formacdo de aerénquima de raizes de Z. mays
(GUNAWARDENA et al.,, 2001) e em cavidades secretoras em folhas de Dictamnus

dasycarpus (ZHOU et al., 2014) e pericarpo de Triticum aestivum L. (ZHOU et al., 2009).

5.2.2 Ultraestrutura dos gerontoplastos do integumento interno de J. curcas

Os plastidios desempenham um papel fundamental no funcionamento celular por
sintetizar e armazenar componentes quimicos importantes para o funcionamento das células.
Deste modo, analisou-se a ultraestrutura destas organelas no integumento de 6vulo e sementes

em desenvolvimento que estdo sofrendo MCP.

Essas organelas estdo presentes nas células do integumento interno de sementes
em desenvolvimento de J. curcas e passam por uma transicdo de plastidios (6vulo) para
gerontoplastos (25 DAP) em associacdo com diversas outras mudangas que ocorrem nas
células com a progressdo da MCP (SHAH et al., 2016), similarmente ao observado em
senescéncia foliar, onde ocorre a transicdo de cloroplastos a gerontoplastos (MULISCH e
KRUPINSKA, 2013). Shah et al. (2016) discorrem sobre a protedmica dos gerontoplastos do
il em sementes aos 25 DAP, onde, identificou-se lipases, transportadores, proteinas envolvidas

no metabolismo secundario e as peptidases.

Plastidios com sistema de membranas internas também foram observados em
células de nectario extrafloral de Hibiscus pernambucensis (ROCHA e MACHADO, 2009) e
em células de suspensor e embrido de espécies da familia Crassulaceae (KOZIERADZKA-
KISZKURNO e PLACHNO, 2012). No entanto, a funcdo destas endomembranas permanece
desconhecida. Em nosso estudo, foram observadas também extens@es tubulares denominadas
de estrdmulos, que sdo estruturas utilizadas para trocas de proteinas e pequenas moléculas

(NATESAN, SULIVAN e GRAY, 2005), além de serem utilizados para interagir com outras
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organelas celulares como nucleo, reticulo endoplasmatico e até mesmo membrana plasmatica
(KRUPINSKA et al., 2012). Desse modo, Shah et al. (2016) propuseram que as hidrolases
destinadas a degradacao dos gerontoplastos do ii de sementes de J. curcas, sdo sintetizadas no
reticulo endoplasmaético e transportadas para o interior destas organelas através das vesiculas

derivadas de estromulos.

Goticulas de lipidios fortemente elétron densas, denominadas de plastoglobulos
foram observadas no estroma de plastidios do integumento interno do évulo e sementes de J.
curcas. Essas estruturas estdo associadas ao armazenamento e sintese de lipidios
(LUNDQUIST et al., 2012). Além disso, os plastoglobulos estdo associados a diferenciacdo
dos plastidios, induzido por estresse ou estagio de desenvolvimento vegetal. Rottet, Besagni
e Kessler (2015) elucidam que essas estruturas podem estar associadas a formacdo das

membranas de tilacéides na biogénese de cloroplastos.

De modo geral, as primeiras mudancgas morfoldgicas relacionadas a MCP durante
o desenvolvimento do ii foram observadas no estagio de 5 DAP, incluindo, surgimento dos
espacos periplasmaticos, aparecimento dos ricinossomos, e colapso do tonoplasto. A
sequéncia do processo degradativo foi observada nos estagios mais avancados (10 e 25 DAP)
com expansdo do volume celular, acompanhado de citoplasma menos denso, presenca de
peroxissomos, nucleo lobado e cromatina condensada, invaginacdes e ruptura da membrana
plasmatica e, finalmente a ruptura da parede celular, além da transi¢do de plastidios (6vulo) a
gerontoplastos (25 DAP). A megaautofagia ou morte vacuolar baseia-se na ruptura do
tonoplasto, em células que estdo sofrendo MCP, resultando na liberacdo de hidrolases e
degradacdo dos componentes celulares (van DOORN e PAPINI, 2013; van DOORN e
WOLTERING, 2005) e tem sido reportado em outras investigacbes como, a MCP de células
da raiz (DUAN et al., 2010), senescéncia de nectario floral (GUI e LIU, 2014) e na formacao

de cavidades secretoras (ZHOU et al., 2014). Portanto, podemos sugerir que a MCP sofrida
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pelas células do integumento interno de J. curcas pode ser classificada como megautofagia,
uma vez que, apos a ruptura do tonoplasto houveram grandes transformacdes na ultraestrutura

evidenciando a progresséo da degeneracéo celular.

5.3 ATIVIDADE DE HIDROLASES RELACIONADAS A MCP NO INTEGUMENTO
INTERNO DE OVULO E SEMENTES EM DESENVOLVIMENTO DE J. curcas

A andlise da ultraestrutura das células do integumento interno do Gvulo e de
sementes em desenvolvimento (5, 10 e 25 DAP) de J. curcas, indica sinais evidentes da
ocorréncia de MCP a medida que a semente se desenvolve. E sabido que células que estio
sofrendo MCP, possuem um processo ativo de catabolismo levando a degradacdo de
macromoléculas, envolvendo a acdo de vérias enzimas hidroliticas. Desse modo, avaliou-se a
expressao relativa de sete hidrolases, incluindo aquelas relacionadas a degradacao da parede
celular, peptidases, e inibidores de peptidases. Essas proteinas foram identificadas na anélise
protedmica do integumento interno de sementes de J. curcas e, provavelmente, estdo

relacionadas com o processo de MCP (SOARES et al., 2014).

5.3.1 Expresséao relativa de hidrolases relacionadas a degradacéo da parede celular

A parede celular é constituida principalmente de hemicelulose na forma de
arabinoxilanas, que por sua vez é degradada eficientemente pela alfa-L-arabinofuranosidase
(JIA et al., 2016), processo comum em células que estdo sofrendo morte celular programada.
No presente estudo observou-se que a expressdo relativa do gene que codifica pra essa
proteina ndo diferiu nos estagios iniciais, somente em sementes com 25 DAP (regido
proximal), caracteristicas condizentes com o observado na ultraestrutura de ambos os estagios,
ou seja, a ruptura da parede celular. Além disso, outras proteinas relacionadas a degradacéo e

modificacdo da parede celular, tais como alfa-mannosidase lisossomal, pectinesterase, alfa- e
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betaglucosidases, beta-xilosidases, alfa-galactosidases, dentre outras foram identificadas no

integumento interno de sementes com 25 DAP (SOARES et al., 2014).

Avaliou-se também a expressao relativa dos transcritos que codificam para a
glucanase. Como ja mencionado, a ultraestrutura mostra a ruptura de parede celular ja aos 10
DAP e, presumidamente a atividade proteolitica da glucanase foi maior em comparagdo aos
demais estagios (6vulo e 5 DAP), contudo a expressao relativa ndo diferiu. Aos 25 DAP, o
nivel de expressdo dessa enzima foi superior na regido proximal concordando com a
ultraestrutura, onde apenas nessa regido observou-se a ruptura da parece celular. Esta enzima
esta relacionada com o desenvolvimento da semente e tem elevada expressao no revestimento
de sementes de P. sativum (BALASUBRAMANIAN et al., 2012) e desempenham um papel
importante no enfraquecimento do endosperma e da testa durante a germinacdo (DOGRA e

SREENIVASULU, 2014), hidrolisando os componentes da parede celular.

5.3.2 Expresséao relativa de peptidases e inibidores de peptidases

Diferentes padrOes de expressdo foram observados entre as duas peptidases
cisteinicas estudadas. A expressao relativa dos genes que codificam para a Cis-KDEL e a Cis-
RDEL foi superior na regido distal do ii de sementes com 25 DAP, indicando atividade dessas
enzimas. Rocha et al. (2013) avaliaram a expressdo relativa destas peptidases cisteinicas no
integumento interno e no endosperma de sementes em desenvolvimento de J. curcas. Esses
autores demonstraram que, ambas as enzimas foram expressas, principalmente, a partir do
estagio de 25 DAP onde o ii estd em processo de MCP, entretanto, a expresséo relativa de
uma das peptidases cisteinicas no endosperma em formacdo pode estar relacionada ao

processo de maturacao das proteinas.

A analise ultraestrutural revelou que os ricinossomos estdo presentes nas células

do ii préximas a cavidade central de sementes com 5 e 10 DAP, sendo que neste Gltimo estagio
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a presenca desta organela foi significativa, inclusive com a formagéo de uma estrutura que se
assemelha a agregados de nucleos dos ricinossomos envolvidos por uma Gnica membrana.
Além disso, aos 10 DAP grande parte das células, principalmente da regido proximal do ii,
ndo apresentam tonoplasto integro. Ao correlacionar os dados obtidos por meio de RT-qPCR
e as caracteristicas ultraestruturais sugere-se uma possivel sequéncia de eventos relacionados
a liberagdo e atuagdo desta enzima na MCP: inicialmente, o rompimento do tonoplasto e
acidificacdo do citosol provocou a ruptura dos ricinossomos e finalmente a liberagéo e
maturacdo da Cis-KDEL, que mostrou alto nivel de expressao relativa aos 10 DAP. Ademais,
ndo identificamos ricinossomos integros no integumento interno de sementes com 25 DAP,
muito embora, notamos acentuada expressao dos transcritos para essa enzima na regido
proximal. Wan et al. (2002) identificaram uma peptidase cisteinica (Bn CysP1) que é expressa
somente no ii de sementes de Brassica napus durante a ocorréncia da morte celular
programada. A Cis-KDEL, tem sido amplamente estudada em células que estdo sofrendo
MCP associada ao desenvolvimento de 6rgdos e tecidos ou a mecanismos de defesa
(HOWING et al., 2014; ROCHA et al., 2013; SOARES et al., 2014). A sequéncia de
aminoéacidos que compdem a cauda KDEL, funciona como um sinal de retencdo e acimulo
dessa enzima em endomembranas derivadas de reticulo endoplasmatico (TOYOOKA,
OKAMOTO e MINAMIKAWA, 2000), denominadas de ricinossomos. De acordo com
Battelli et al. (2014), a acidificacdo do citosol, provocada pela permeabilizacédo do tonoplasto,

promove a ruptura dos ricinossomos e maturacao da Cis-KDEL.

Os maiores niveis de expressio dos transcritos que codificam para a peptidase
serinica foram observados no ii de sementes com 10 e 25 DAP (regido proximal), estagios
onde ndo se observa a integridade da membrana dos vacuolos centrais. De acordo com Antao
e Malcata (2005) células que estdo sofrendo MCP, requerem o influxo de Ca 2* levando ao

rompimento do tonoplasto e consequente liberacdo da Ser-EP no citoplasma onde ocorrera a
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protedlise. A peptidase serinica é uma enzima proteolitica localizada no vacuolo (PARROTT

et al., 2007) que possui um residuo de serina em seu sitio catalitico.

No grupo das peptidases serinicas, observou-se também o padrdo de expressdo
relativa de uma subtilisina. O aumento no padréo de expresséo dessa enzima foi identificado
nos estagios iniciais de desenvolvimento (10 DAP), indicando a atividade desta enzima na
proteolise dos componentes celulares do ii. A subtilisina estd envolvida em inimeros
processos metabdlicos celulares, incluindo a MCP (FERNANDEZ, DALEO e GUEVARA,
2015). De acordo com Dodson e Wlodawer (1998), a subtilisina possui em seu sitio ativo um
conjunto de trés aminodcidos (aspartato, histidina e serina), denominado de triade catalitico,
caracteristica comum de peptidases serinicas. Essa enzima também foi identificada por Soares
et al. (2014) em integumento interno de sementes de J. curcas aos 25 DAP, significativamente
na regido proximal, concordando ao observado neste estudo; onde, a expresséo relativa para

esta enzima foi superior também na regido proximal.

Os resultados mostraram que, a expressdo relativa da peptidase aspartica foi
menor aos 5 e 10 DAP, quando comparados ao calibrador (6vulo) e aos 25 DAP a expressdo
relativa ndo indicou diferenca significativa ao comparar as regides distal e proximal do ii.
Portanto, sugere-se que essa enzima nao participou do processo de MCP deste tecido.
Contudo, a atividade da peptidase aspartica foi observada em senescéncia foliar e também em
sementes maduras e germinadas (PORET, CHANDRASEKAR e HOORN, 2016; TAMURA
et al., 2007) , ambos processos que envolvem MCP. Em sementes, a peptidase aspartica é
encontrada nos vacuolos na forma inativa e possui dois residuos de aspartato no seu sitio
catalitico, além disso, sua atividade enzimatica é obtida em pH &cido (CHEN et al., 2015;

SCHAAF, RESKI e DECKER, 2004).

Os inibidores de peptidases, por sua vez, funcionam na regulacdo da atividade

enzimatica das peptidases (GUERRA et al., 2016). Avaliou-se 0s niveis de expressdo dos
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transcritos que codificam para o inibidor de peptidase cisteinica e a serpina (inibidor de
peptidase serinica). Apenas o inibidor de peptidase cisteinica foi mais expresso na regido
proximal em relacdo a distal do integumento interno de sementes com 25 DAP, desse modo,
ndo houve diferenca significativa entre os estagios avaliados para a serpina. Indicando que
houve um controle na degradacgdo da peptidase cisteinica no estagio onde a MCP mostra sinais

mais evidentes.
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6. CONCLUSAO

O estudo ultraestrutural do desenvolvimento do integumento interno de sementes
de J. curcas d& suporte a hipotese de ocorréncia de MCP no processo de formagdo do
integumento interno, uma vez que foi observado rompimento do tonoplasto, degradacéo de
organelas, aparecimento dos ricinossomos, ruptura da membrana plasmatica bem como da
parede celular. Atrelado as caracteristicas ultraestruturais, esta a expressdo de algumas
hidrolases como a peptidase cisteinica KDEL e subtilisina que podem estar envolvidas nesse
processo. A correlagdo dos achados ultraestruturais e o padrdo de expressao transcricional
indica que a ocorréncia da MCP no integumento interno pode atuar no fornecimento de fontes

de carbono e nitrogénio para o desenvolvimento do embrido e endosperma.
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