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ALENCAR, N.L.M. FISIOLOGIA, BIOQUIMICA E MORFOLOGIA DA
GERMINACAO DE MANDACARU (Cereus jamacaru D.C.). Dissertacio de
mestrado-UFC-111p.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar aspectos fisioldgicos, bioquimicos e
morfologicos da germinacdo de sementes de mandacaru. Inicialmente, foi analisado o
efeito da luz e temperatura, na germinacdo das sementes de mandacaru, submetidas aos
tratamentos de luz (branca, auséncia, vermelha e vermelho-distante) associados aos de
temperaturas [15, 20, 20-30 (alternada), 25, 30 e 35°C]. O indice de velocidade de
germinagdo e a percentagem de germinacdo foram maiores a 25 e 30 °C associadas a luz
branca, sendo o tempo médio de germinagdo menor sob essas condi¢des e mais
acentuado na condicdo de escuro a 20°C. A morfologia das sementes e as andlises
citoquimicas revelaram que as sementes de mandacaru apresentam paredes celulares
finas quando coradas com o azul de toluidina (AT) e que se mantiveram inalteradas ao
longo do processo germinativo. As células dos cotilédones e eixo hipocétilo-radicula
apresentaram o mesmo tipo de parede celular, entretanto, houve diferengas no formato
das células entre esses tecidos. A composicao e a mobilizagdo das reservas das sementes
de mandacaru durante a germinacdo também foram avaliadas, através de andlises
citoquimicas e bioquimicas, nos diferentes periodos de germinagdo. Os lipidios foram
detectados como a principal substancia de reserva dessas sementes, correspondendo a
54,50% e 61,70%, da massa seca dos cotilédones e do eixo hipocétilo-radicula,
respectivamente. A mobilizagdo dessas reservas teve inicio logo depois da embebigao,
progredindo até o dltimo periodo analisado (12 DAE). Os carboidratos representaram

apenas 2,13% da massa seca da semente, correspondendo aos agtcares soldiveis



(redutores e ndo-redutores) e amido, devido a isso tiveram pequena participacdo na
mobilizacdo das sementes de mandacaru. Por outro lado, as proteinas que
corresponderam a cerca de 30% da massa seca das sementes de mandacaru, foram
evidentemente mobilizadas, ao longo do periodo de germinagao avaliado. Em relacdo as
fragdes protéicas, as albuminas e as glutelinas foram as principais proteinas de reserva
detectadas, correspondendo aos grupos que mais foram mobilizadas durante a
germinagdo destas sementes. As andlises mostraram diferentes padrdes de degradacdo
de proteinas, que foram confirmadas por eletroforese sob condi¢des desnaturantes
(SDS-PAGE). Apesar das globulinas e prolaminas terem sido detectadas, estas
representaram uma pequena percentagem da proteina total dessas sementes. Em
conclusdo, as sementes de mandacaru sdo consideradas insensiveis a luz, embora sua
germinagdo seja aumentada sob condi¢des de luz e altas temperaturas, como 25 e 30°C.
Os lipidios e as proteinas foram as principais substincias de reserva detectadas nessas
sementes, sendo, portanto os principais recursos fornecidos para o desenvolvimento das
plantulas de mandacaru.

Palavras-chave: germinacdo, mandacaru, mobilizacdo de reservas, morfologia e

padrdes eletroforéticos.
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ALENCAR, N.L.M. PHYSIOLOGY, BIOCHEMISTRY AND MORPHOLOGY

OF MANDACARU (Cereus jamacaru D.C.) GERMINATION.

ABSTRACT

The aim of this work was to study the physiology, biochemistry and morphology
of mandacaru (Cereus jamacaru D.C) germination. Firstly, we analyzed the effects of
light and temperature on mandacaru germination under four light treatments (white,
dark, red and far-red) associated to six different temperatures [15, 20, 20-30
(alternated), 25, 30 and 35°C]. The germination speed index and germination
percentage ratio were bigger at 25 and 30°C, associated to white light. On the other
hand, the medium time germination was fewer in these conditions, and more
pronounced in the dark at 20°C. Secondly, we studied seed morphology and
cytochemical analyses revealed thin cell wall stained by Toluidin Blue (TB), which
maintained unchanged during seed germination. Cotyledons and embryo-axes showed
the same cell wall pattern, although had been observed differences in the cell form
between them. Thirdly, we studied the main reserves composition and their mobilization
during and following germination of C. jamacaru D.C seeds. We analyzed seeds in
seven different periods after imbibitions, through biochemical and cytochemical
analyses. Lipids were detectable as the major reserve, with 54,50% and 61,70% of seed
dry mass of cotyledons and embryo-axes, respectively. This compound was one of the
most involved on seed mobilization, which started after imbibition, carrying until the
last stage analyzed (12 DAE). Carbohydrates represented only 2,13% of seed dry mass,
comprising soluble sugars and starch, in this way, these compounds had little
participation on mandacaru seed mobilization. On the other hand, proteins comprise

about thirty percent of seed dry mass, playing an important role in C.jamacaru
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germination. In concern about their fractions, albumins and glutelins were the major
reserve proteins detectable in these seeds, which were mobilized during seed
germination. These results showed different protein degradation, which were confirmed
by polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing conditions (SDS-PAGE). In
spite of globulins and prolamins had been observed on C. jamacaru seeds, they
represent a little percentage of this seeds, did not play essential role in these seeds. In
conclusion, seeds of C. jamacaru are insensitive to light, although their germination
increases under light and high temperature conditions, as 25 and 30°C. Lipids and
proteins are the major reserves of Cereus jamacaru seeds, therefore corresponding to
the main sources involved in the initial seedling development.

Key words: germination, mandacaru, reserve mobilization, morphology and

eletrophoretic patterns.
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1. INTRODUCAO

1.1. Justificativa

A familia Cactaceae se constitui de aproximadamente 124 géneros e 1438
espécies, distribuidas nas regides tropicais do Novo Mundo, ocorrendo principalmente
em dareas quentes e secas (HUNT; TAYLOR; CHARLES, 2006). O centro de origem
das cactaceas é o continente americano, sendo estas encontradas desde o Norte do
Canadd até a Patagbnia na Argentina (R()JAS—ARECHIGA; VASQUEZ—YANES,
2000).

O Brasil é considerado o terceiro maior centro de diversidade das Cactaceae,
onde cerca de 3/4 das espécies sdo endémicas, totalizando 162 espécies nativas, sendo
que a maioria se encontra na Caatinga nordestina, de acordo com Taylor e Zappi (2004),
muitas das quais endémicas e que necessitam de maiores estudos.

As Cactaceae possuem importancia econdmica principalmente pelo valor
ornamental, forrageiro, medicinal e alimentar (ROCHA; AGRA, 2002; ROCHA et al.,
2006). Com relacdo a agropecudria, algumas espécies servem para alimentacdo de
bovinos e caprinos, principalmente na época da estiagem. A predominancia de espécies
de cacticeas na fisionomia vegetacional da caatinga nordestina, principalmente dos
géneros Cereus, Opuntia e Pilosocereus, tem papel fundamental na alimentacdo de
fauna local (ANDRADE; MARQUES; ZAPPI, 2006 a,b).

Dentre as espécies nativas da Caatinga, o mandacaru (Cereus jamacaru D.C.)
apresenta grande potencial econdmico devido a sua rusticidade e as suas aplicacdes
como forrageira. O mandacaru também pode ser utilizado como recurso madeireiro para
reflorestamento, recurso medicinal e ornamental, sendo também considerada uma planta

simbolo do Nordeste Brasileiro (ANDRADE LIMA, 1989).
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O mandacaru é um arbusto grande ou arvoreta de 3 a 8 metros de altura,
suculento, espinhento, de caule multiarticulado em ramificacdes candelabriformes,
distribuido em toda a Caatinga do Nordeste Brasileiro e do Vale do Rio Sdo Francisco,
ocorrendo em abundincia em diferentes tipos de solos bem como sobre afloramentos
rochosos (BRITO et al., 2007). As folhas sdo substituidas pelos ramos articulados de
cor verde, com espinhos nos vértices, que fazem o papel destas. As flores sdo solitarias,
grandes (12-15 cm de comprimento), fixadas nos vértices dos ramos, apresentando cor
branca e amarela, que se abrem a noite. Os frutos s@o bagas deiscentes carnosas de 10-
12 cm de comprimento, com superficie glabra e cor vermelho-lilds, contendo muitas
sementes pretas dispersas na polpa branca (LORENZI; MATOS, 2002).

Na regido semi-drida do Nordeste Brasileiro, os caules suculentos do mandacaru
(Cereus jamacaru D.C.) sao amplamente utilizados na alimentac@o de bovinos, ovinos e
caprinos (LIMA, 1998). O mandacaru, dentre outras cacticeas nativas da caatinga, tem
sido utilizado nos periodos de seca prolongada como um dos principais suportes
forrageiros dos ruminantes (SILVA et al., 2005).

Cavalcanti e Resende (2004), avaliando a utilizacdo das plantas nativas da
caatinga pelos pequenos agropecuaristas para alimentacdo dos animais na seca, em areas
do sertdo nordestino, registraram que o mandacaru é utilizado por 46,25% dos
agropecuaristas, enquanto o xiquexique ¢ utilizado por 10,51%, a coroa-de-frade por
6,96% e o facheiro por 12,28 %.

Além das aplicagdes do mandacaru na forragicultura, existe também a
possibilidade de sua utilizacdo na alimentagdo humana, principalmente no uso de seus
frutos que sdo bastante atrativos em cor e sabor. O uso de cacticeas na alimentacdo
humana ja € bastante difundido em alguns paises, como México e Peru, onde os frutos e

cladddios de cactus sdo considerados iguarias (NOBEL, 2002).
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Andlise da composicdo quimica da planta e dos frutos de mandacaru realizada
por Barbosa et al. (2007) mostraram que os frutos apresentam teores de proteinas em
torno de 5%, que é o aceitdvel para uma alimentacdo humana sauddvel, e a planta
apresenta niveis de proteinas brutas e fibras indicadas para a alimentacdo animal.

O mandacaru também tem uma promissora aplica¢do ornamental, tendo em vista
o seu exuberante caule que se mantém esverdeado durante todo o ano, mesmo sob
condicdes de pouca disponibilidade de dgua, permitindo uma ornamentag¢do mais rustica
e caracteristica da regido Nordeste (ANDRADE-LIMA, 1989).

Com relagdo as suas aplicacdes na medicina popular, os ramos e raizes do
mandacaru sd@o empregados como remédio caseiro em todo o Nordeste. Agra (1996) cita
para os Cariris Velhos (PB), o infuso ou o decoto da raiz no tratamento de problemas
renais (principalmente “pedra nos rins”) e um xarope para o tratamento de tosses,
bronquites e ulceras. O suco dos ramos ¢é utilizado em uso interno no tratamento de
problemas do pulmaio, escorbuto e infec¢des de pele (MORS et al., 2000).

Apesar da importincia ecoldgica e econdmica das espécies tropicais e nativas
como o mandacaru, sdo poucas as informagdes sobre os fatores envolvidos na sua
germinagdo, nas rotas bioquimicas e nos mecanismos de mobilizacdo de reservas de
suas sementes (LIMA et al., 2008).

A inexisténcia de estudos bdsicos sobre a biologia dessa planta, no que se
referem as suas formas de propagagdo, principalmente a sexuada, dificulta os estudos
com essa espécie. Dessa maneira, torna-se relevante obter informagdes sobre: o
comportamento germinativo das sementes de mandacaru, os fatores requeridos para
iniciar a germinagao, como luz e temperatura, bem como os componentes envolvidos na

mobilizacdo de suas reservas.
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Estudos sobre os aspectos fisiologicos e bioquimicos da germinacdo das
sementes de mandacaru podem também ser usados para predizer a viabilidade das suas
sementes e quais dos seus componentes poderiam ser utilizados economicamente.

O preenchimento dessa lacuna sobre as etapas iniciais do desenvolvimento da
espécie Cereus jamacaru D.C. propiciard uma melhor exploracdo dos seus potenciais
usos. Da mesma forma, possibilitard a geracdo de conhecimentos agrondmicos sobre
plantas adaptadas ao Nordeste, bem como novas alternativas de atividades agricolas
para os produtores rurais do semi-drido, os quais incrementardo o desenvolvimento
sécio-econdmico da regido.

Essas informagdes poderdo também fornecer subsidios para o melhor
conhecimento dos aspectos reprodutivos e ecoldgicos de plantas de regides dridas e
semi-dridas, bem como subsidios taxondmicos para a identifica¢do de novas espécies de

cacticeas, particularmente aquelas do género Cereus.

1.2. Objetivo geral

Estudar os aspectos fisiologicos, bioquimicos e morfolégicos das sementes de

mandacaru (Cereus jamacaru D.C), durante o seu processo germinativo.

1.3. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de diferentes tipos de luz e temperaturas sob as varidveis
germinativas: indice de velocidade de germinacdo (IVG), percentagem de germinacdo
(% G) e tempo médio de germinacido (TMG).

e Avaliar o efeito de diferentes tipos de luz e temperaturas sobre o

desenvolvimento das plantulas, determinando a matéria seca e altura das plantulas.
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e Descrever a morfologia das sementes e das plantulas através da andlise
estrutural das sementes e de sua morfologia interna.

e Determinar os estddios de desenvolvimento das sementes e das plantulas,
ao longo do periodo de germinacao.

e Determinar os principais componentes de reserva das sementes de
mandacaru.

® Analisar a mobilizacdo das reservas durante a germinacdo das sementes
de mandacaru, utilizando de métodos bioquimicos e citoquimicos.

e Verificar as mudangas nos padrdes eletroforéticos das fracdes protéicas

das sementes de mandacaru, durante o processo germinativo

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Formacao das sementes e seu papel no ciclo reprodutivo das plantas

As plantas superiores apresentam como uma das suas principais caracteristicas a
formacdo das sementes, as quais contém o embrido protegido por tegumentos derivados
de tecidos de origem materna (FERREIRA; BORGUETTI, 2004; RAVEN; EVERT;
CURTIS, 2001).

O desenvolvimento das sementes pode ser dividido aproximadamente em trés
estdgios: a morfogénese inicial, que € a fase onde o embrido sofre as primeiras divisdes
celulares e adquire a arquitetura bdsica de uma planta, ocorrendo logo apds a dupla-
fecundagfo; a formacao do endosperma tripldide, que inicialmente se apresenta em um
estagio cenocitico, e logo em seguida adquire um estigio celularizado e diferenciado e a

fase de maturacdo das sementes, onde as células do embrido continuam em expanséo e
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diferenciag¢do celular, concomitantemente com a sintese de proteinas de reserva e o
armazenamento de compostos de carbono (carboidratos e lipidios) no embrido.
(RAVEN; EVERT; CURTIS, 2001; TAIZ; ZEIGER, 2002).

Durante a dultima fase da formacdo das sementes, o embrido se torna
metabolicamente quiescente e tolerante a dessecacdo, através da supressdo da
germinagdo precoce, perda de dgua e da indugdo da dorméncia, mecanismos estes que
impedem a germinacgdo das sementes sob condi¢des desfavoraveis (OLSEN, 2001).

A semente, contendo o embrido com a nova planta em miniatura, é
estruturalmente e fisiologicamente equipada para desempenhar o seu papel como
unidade dispersora das plantas espermatéfitas e manter a diversidade de muitas espécies
vegetais (AL-HELAL, 1996). Estas estruturas também sdo providas de reservas
alimentares para sustentar o crescimento da plintula até o momento que a mesma,
alcance sua capacidade autotréfica. O sucesso reprodutivo de muitas espécies em

qualquer habitat depende do controle e da dura¢do da germinacdo (OLSEN, 2001).

2.1.1. Aspectos gerais da germinacao

A germinacdo corresponde ao conjunto de processos fisiolégicos que comecam
com a hidratagdo das sementes secas quiescentes, terminando com o alongamento do
eixo embriondrio e protrusao da radicula (BEWLEY, 1997).

O processo germinativo se inicia com a absor¢do de dgua e embebicdo das
sementes secas, sendo que essa absorcdo tem um comportamento trifasico. A fase I é
caracterizada pela reativacio do metabolismo acompanhada do rdpido aumento da
respiracdo, proporcional ao aumento da hidratacdo dos tecidos das sementes. A fase II é
uma fase de plateau, onde a atividade respiratdria se estabiliza (MEI YU-QIN; SONG

SONG-QUAN, 2008). A fase III corresponde ao maior incremento da absor¢do da dgua
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e a um segundo aumento na atividade respiratdria, que se relaciona ao alongamento do
embrido e a penetracdo nas estruturas que o envolvem, culminando na protrusdo da
radicula e completando a germinacio (BEWLEY; BLACK, 1994; FERREIRA;
BORGHETTI, 2004).

Iniciada a germinagdo das sementes, estas passam por processos envolvendo
mudangas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas no metabolismo (BEWLEY; 1997),
as quais podem ser detectadas in situ por processos citoquimicos e histoquimicos
(SILVA; CORTELAZZO; DIETRICH, 1998; GALLAO; DAMASCENO; SOUSA DE
BRITO, 2006). Tais processos incluem numerosos eventos como reparo de DNA, a
sintese de proteinas, a formag@o de enzimas que atuam nos processos respiratorios € na

mobilizacao das reservas (BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997).

2.1.2. Fatores ambientais que controlam a germinaciao das sementes

A germinacdo € um processo complexo que se relaciona diretamente aos
constituintes genéticos das sementes e a vdrios fatores ambientais como luz,
temperatura, umidade, oxigénio e substancias quimicas (BEWLEY, 1997). Muitas vezes
o embrido é impedido de germinar por fatores inerentes a ele proprio ou por fatores
ambientais, que atuam diretamente no controle do tempo e local corretos para
ocorréncia da germinacdo (OLSEN, 2001).

As sementes de diferentes espécies apresentam comportamento varidvel com
relacdo as condi¢des necessdrias a sua germinacdo. Portanto, tais conhecimentos sdo de
suma importancia para fornecer informacdes de interesse bioldgico e ecoldgico sobre

determinadas espécies (LABORIAU, 1983).
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2.1.3. O papel da agua na germinacao

O processo de embebicdo da dgua pelas sementes é dependente da temperatura e
da 4gua disponivel, sendo que a capacidade de retenc@o de dgua durante o processo
determinard o sucesso da germinacdo (FERRAZ-GRANDE; TAKAKI, 2006).

Entre os fatores que influenciam o processo germinativo, a 4gua é, sem ddvida, o
mais importante. Quando removida, abaixo do limite suportado pela célula, pode
promover o aumento da concentracdo dos solutos, a alteracio do pH da solucdo
intracelular, a aceleracdo de reagGes degenerativas, a desnaturagdo de proteinas e a
perda da integridade das membranas (SUN; LEOPOLD, 1997). Desta forma, o estresse
hidrico, geralmente, atua diminuindo a velocidade e a percentagem de germinagdo das
sementes, sendo que, cada espécie, responde diferentemente ao estresse hidrico, pois
existem valores especificos de potenciais hidricos abaixo do qual a germinacdo ndo

ocorre (FERREIRA; BORGUETTI, 2004).

2.1.4. O papel da temperatura na germinacio

A temperatura exerce influéncia determinante no processo germinativo, podendo
agir sobre a velocidade da absor¢do de dgua, bem como sobre as rea¢des bioquimicas
que determinam todo o processo, afetando, portanto, ndo sé o total da germinacdo
(porcentagem), mas como também a velocidade e a uniformidade da germinacdo
(BEWLEY; BLACK, 1994; MENEZES et al., 2004; ZAIDAN; BARBEDO, 2004).

O periodo de germinacdo pode mudar completamente devido a temperatura, pois
a germinacdo serd mais rdpida e o processo mais eficiente quanto maior for a
temperatura, dentro de certos limites (LABORIAU, 1983). A temperatura 6tima para a

germinagdo varia de acordo com as espécies, sendo esta definida geneticamente e,



27

também, em funcdo das condicdes fisiolégicas das sementes (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000). A faixa de temperatura na qual as sementes germinam refletem
muitas vezes as caracteristicas térmicas do habitat onde tais espécies ocorrem
(FERRAZ-GRANDE; TAKAKI; 2006). A temperatura Otima para a maioria das
espécies tropicais esta situada entre 15 e 30°C e a maxima entre 30 e 40°C, podendo a
minima aproximar-se do ponto de congelamento (STEFANELLO et al., 2006). Abaixo
da temperatura 6tima, ha reducdo da velocidade do processo, o que pode também levar a

uma redugdo no total da germinacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

2.1.4.1. Influéncia da temperatura na germinacao de cactaceas

A germinacdo das cacticeas ocorre em uma ampla média de temperatura
variando de 10 a 40 °C (NOLASCO et al., 1996), como a maioria das espécies de
habitats tropicais. Para as sementes de cactus, as médias de temperaturas favordveis
estdo entre 15 e 35° C, sendo que alguns trabalhos t€m verificado que a temperatura
Otima para a germinacdo de sementes de cactus é normalmente de 25° C (ROJAS-
ARECHIGA; VASQUEZ-YANES, 2000).

Alguns estudos tém mostrado que a temperatura pode afetar a germinagdo das
cacticeas das seguintes formas: temperaturas extremas nao favorecem a germinagdo,
principalmente as inferiores a 12°C e superiores a 28°C; as diferentes espécies
apresentam respostas especificas as mudancas de temperaturas; o tempo médio
necessario para o inicio da germinacdo é reduzido com o aumento da temperatura; as
respostas a temperatura dependem da idade das sementes: sementes mais jovens iniciam
sua germinacdo mais rapidamente, que as mais velhas; temperaturas alternadas
apresentam maiores percentuais de germinag@o que temperaturas constantes (NOBEL,

2002; ROJAS-ARECHIGA, 2002).
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2.1.5. O papel da luz na germinacao

A luz € determinante na germinacdo das sementes de vdrias espécies. No
entanto, a sensibilidade da semente ao efeito da luz varia de acordo com a qualidade, a
intensidade luminosa e o tempo de irradiagdo, bem como com a temperatura e o periodo
de embebicao (LABORIAU, 1983; ZAIDAN; BARBEDO, 2004).

O estimulo da germinagdo pela luz € relacionado a um sistema de pigmentos
denominado fitocromo, que ao absorver luz num determinado comprimento de onda,
muda de estrutura bioquimica e permitem, ou ndo, a resposta fotomorfogenética
(KRAEMER; KAMPF; AQUILA, 2000). Aparentemente, o fitocromo estd sempre
associado ao funcionamento das membranas bioldgicas, regulando, provavelmente, sua
permeabilidade e controlando dessa maneira, o fluxo de intimeras substancias dentro das
células e entre elas (TAIZ; ZEIGER, 2002).

Em resposta a luz, as espécies podem ser classificadas em fotoblasticas
positivas, ou seja, aquelas que necessitam de luz para germinar; fotoblasticas negativas,
que germinam melhor na auséncia de luz ou fotoblasticas neutras que sdo insensiveis a
luz (LABORIAU, 1983). As sementes fotoblasticas positivas apresentam o estimulo
positivo da germinac¢do quando o Fv (fitocromo vermelho é ativado pela luz vermelha,
com o pico de absorcdo mdximo em 660 nm), convertendo-se na segunda forma, no
Fve, que € a forma ativa (pico de absorcdo maxima em 730 nm) induzindo a germinacdo
de suas sementes (FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

A germinagdo das sementes de algumas espécies pode ser inibida pela exposicao
continua a luz branca, a auséncia de luz, a iluminacdes prolongadas ou a exposicdes a

curtos periodos de luz vermelho-distante (ZAIDAN; BARBEDO, 2004).
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2.1.5.1. Influéncia da luz na germinacao de cactaceas

Estudos pioneiros sobre a germinacdo de cacticeas, como os realizados por
Alcorn; Kurtz (1959) descreveram que a luz tem efeito estimulante na germinagéo de
cactaceas como Carnegia gigantea. De forma contrastante, Zimmer (1969) apud Rojas-
Aréchiga; Vasquez- Yanes (2000), trabalhando com varias espécies de cactus,
encontraram que algumas germinam no escuro enquanto outras precisam de luz para
germinar. Estudos recentes t€ém demonstrado que a luz estimula a germinacio de
algumas sementes de cactdceas, indicando que estas sdo fotobldsticas positivas
(ROJAS-ARECHIGA; VASQUEZ- YANES, 2000; ORTEGA-BAES; ROJAS-
ARECHIGA, 2007).

Algumas sementes de cactus tém sua germinacdo estimulada quando sdo
expostas a luz vermelha, como as sementes de Stonecereus griseus, mas o efeito dessa
luz € reversivel pela luz vermelho-distante, sugerindo a participagdo do fitocromo no
controle da germinac¢do (PIMIENTA-BARRIOS; DEL CASTILLO, 2002).

A alta percentagem de germinacdo das sementes de cacticeas estd associada
com uma testa fina e com a presenga de granulos de amido. Da mesma forma, as
sementes de muitas espécies selvagens que respondem a luz sdo também ricas em
lipidios, o que pode estar relacionado ao seu pequeno tamanho, a exigéncia da luz, bem

como a proximidade das sementes a superficie do solo (NOBEL, 2002).

2.1.6. Efeitos da interaciao da luz e temperatura na germinacao de cactaceas

A distribuicdo das espécies de plantas em seus ambientes naturais € determinada
por variagdes em fatores ambientais de seu habitat, como luz e temperatura, sendo estas

variagdes preponderantes para o estabelecimento das cacticeas em seu habitat
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(RAMfREZ—PADILLA; VALVERDE, 2005). A alta sensibilidade das sementes as
condi¢des ambientais € resultado de maior probabilidade de germinacdo quando a
sobrevivéncia de suas plantulas € elevada (SIMAO; SOCOLOWSKY, TAKAKI, 2007).

Rojas-Aréchiga e Vasquez-Yanes (2000) sugerem que para as sementes de
cactus, o requerimento a luz pode estar associado a sua forma de vida, devido a efeitos
maternos, que sao influenciados diretamente pela temperatura. De forma geral, os cactus
globosos como, Mammilaria, Echinocactus e Ferocactus requerem a luz para germinar,
sendo considerados entdo fotobldsticos positivos, enquanto que os cactus colunares,
como Cephalocereus e Pachycereus, sdo indiferentes a luz ou podem ser fotoblasticos
positivos (ROJAS-ARECHIGA; OROZCO-SEGOVIA; VASQUEZ-YANES, 1997).

As condicdes ambientais necessdrias para a germinacdo sdo também
influenciadas pela massa das sementes. De acordo com Pearson et al., (2003) pequenas
sementes respondem positivamente a influéncia da luz, enquanto sementes grandes

respondem positivamente a flutuacdes de temperatura.

2.1.7. Medidas de avaliacio da germinaciao

As medidas de germinacdo ainda sdo determinadas precisamente em um tnico
estagia o da germinagdo: o seu término. A emergéncia de uma das estruturas do eixo
embriondrio, usualmente a radicula, nos permite reconhecer quando a germinagdo tem
sido finalizada (BEWLEY; BLACK, 1994).

Miiltiplas formas de medir a germinacdo foram desenvolvidas por diversos
autores (LABORIAU, 1983; BEWLEY; BLACK, 1994; FERREIRA; BORGUETTI,
2004). Dentre elas, a germinabilidade (% G) é a mais utilizada por ser a medida mais

simples, representando a porcentagem de sementes germinadas em relagdo ao niimero



31

de sementes dispostas a germinar sob determinadas condi¢des experimentais. Entretanto
essa medida informa apenas o nidmero total de sementes germinadas, ndo refletindo
quanto tempo foi necessdrio para que as sementes atingissem tal percentagem de
germinacdo (FERREIRA; BORGUETTI, 2004).

Para avaliar o tempo e a distribuicdo da germinacdo de um ponto de vista
cinético existem outras medidas de germinag@o, como o tempo médio de germinacdo
(TMG), desenvolvido por Laboriau, (1983). O TMG corresponde ao tempo necessario
para as sementes germinarem, sendo que essa varidvel, tanto fornece informagdes sobre
as vias metabdlicas envolvidas no processo, como também as estratégias de germinacio
de determinados lotes ou espécies sob determinadas condi¢des ambientais (FERREIRA;
BORGUETTI, 2004; LIMA et al., 2006).

Tendo em vista que a germinacdo € um processo dindmico que envolve a
atuacdo de vdrias vias metabdlicas, outras medidas da cinética da germinagdo foram
desenvolvidas, como o indice de velocidade de germinacdo (IVG) descrito por Maguire

(1962), amplamente conhecido na area agrondmica.

2.2. Acamulo e mobilizaciao das principais substiancias de reservas das sementes

As proteinas, os lipidios e os carboidratos sdo os principais compostos de reserva
estocados durante os estadios tardios do desenvolvimento das sementes. Em geral, essas
substancias s@o acumuladas nos cotilédones, ou no endosperma e, menos
freqiientemente, no perisperma (BEWLEY; BLACK, 1994). A composi¢do quimica das
sementes ¢ determinada por fatores genéticos e, portanto, varia bastante entre as
espécies e mesmo entre suas variedades e cultivares (BEWLEY, 1997).

O acumulo das substancias de reservas durante a formagdo das sementes tem

basicamente duas funcdes, que se relacionam com a manutengdo e o desenvolvimento
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do embrido, sendo fonte de energia para manter processos metabdlicos em
funcionamento e/ou fonte de matéria para a constru¢do de tecidos vegetais que irdo
constituir as plantulas (BUCKERIDGE et al., 2004; GALLAO et al., 2007).

Os carboidratos e os lipidios servem como fonte de energia e de carbono para a
germinagdo das sementes e o desenvolvimento das plantulas, enquanto que as proteinas
tém como fungdo armazenar nitrogénio e enxofre essenciais para a sintese de proteinas e
compostos essenciais para a plantula em crescimento (CORTE et al., 2006).

De maneira geral, durante a formacdo da semente, observa-se inicialmente, um
actimulo de compostos derivados de carboidratos tais como sacarose, glucose e frutose
(BUCKERIDGE et al., 2004), bem como compostos nitrogenados como aminoacidos e
amidas. Essas substancias drenadas da planta-mae s@o os principais metabdlitos para a
formacgdo das substincias de reservas que serdo acumuladas para o fornecimento de
energia e substincias bdsicas para os processos envolvidos com a germinagdo e o
desenvolvimento das plantulas (DANTAS et al., 2008).

Muitos estudos tém mostrado que o controle da mobilizacdo de reservas é
realizado por hormdnios e pelo efeito fonte-dreno exercido pelo eixo-embriondrio,
baseado nisso duas hipdteses foram propostas para explicar o papel do eixo nesse
processo (BEWLEY, BLACK, 1994; BEWLEY, 1997). A primeira hipétese ressalta
que o eixo em crescimento pode agir como dreno, direcionando os produtos da
degradacdo, podendo também inibir a sintese de enzimas e as suas atividades. A
segunda hipdtese mostra que o crescimento do eixo pode levar a produgdo de
hormoénios, estes por sua vez, podem estimular a sintese de enzimas hidroliticas
necessdrias para a mobilizacdo das reservas dos cotilédones, favorecendo o crescimento
das plantulas (DAVIS; SLACK, 1981; RAMAKRISHNA; RAMAKRISHNA RAO,

2005; RAMAKRISHNA, 2007).
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Como a mobilizacio de reservas tem a finalidade de subsidiar o crescimento e o
desenvolvimento da plantula, é essencial que tais processos sejam sincronizados, € iSso
depende de um sistema de comunicagdo entre os tecidos de reserva e o embrido, cujos
mecanismos parecem ser diferentes daqueles que controlam a germinacdo
(PRITCHARD et al., 2002). Os sinais, nesse caso, sdo quimicos, € normalmente
envolvem os niveis internos e o transporte de hormdnios, carboidratos e compostos

nitrogenados (BUCKERIDGE et al., 2004b).

2.2.1. Actimulo e utilizacio de lipidios

As sementes sdo os principais locais de acimulo de lipidios, com funcdes de
reserva em plantas. De modo geral, as sementes acumulam lipidios em corpos lipidicos
no citoplasma, até mesmo as sementes, que ndo sao oleaginosas, apresentam cerca de
2% do peso compostos por lipidios neutros, enquanto que algumas sementes de
oleaginosas podem apresentar até 76 % desses componentes, como para as améndoas de
castanhas de caju (MURPHY; HERNANDEZ-PIZON; PATEL, 2001).

Os Oleos, estocados na forma de triacilglicerol, correspondem a uma das
principais fontes de reserva de muitas espécies de plantas, incluindo oleaginosas, como
girassol, rabanete, soja e algoddo (BAUD et al., 2002). Os triacilglicerdis sdo
sintetizados durante a fase de desenvolvimento do embrido das sementes oleaginosas,
acumulando-se durante a fase de maturacdo das sementes, e logo em seguida sdo
estocados até a sua germinagdo, sendo posteriormente utilizados como fonte de energia
para o desenvolvimento da plantula (CHIA et al., 2005; GRAHAN, 2007). Durante a
maturacdo das sementes, os triacilglicerdis s@o sintetizados pelo reticulo endoplasmatico

e posteriormente sdo armazenados em corpos lipidicos (GRAHAN, 2007).
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Os lipidios, na forma de triacilglicerdis, sdo degradados para providenciar
carbono e energia durante a germinagdo e o crescimento inicial das plantulas, via
sucessivas atividades da B—oxidacdo, ciclo do glioxalato, ciclo do dcido tricarboxilico e
gliconeogénese (EASTMOND; GRAHAN, 2001; CHIA et al., 2005).

Consistente com essas observagdes sobre a degradacdo de lipidios durante a
maturacdo das sementes, alguns estudos t€m indicado que o embrido tem o potencial de
degradar os 4cidos graxos durante o crescimento, bem como durante a germinagdo e

estabelecimento das plantulas (GRAHAN, 2007).

2.2.2. Acamulo e utilizacdo de carboidratos

Os principais compostos derivados dos carboidratos, que atuam como reserva
em sementes s30 a sacarose, os oligossacarideos da série rafindsica, o amido e os
polissacarideos da parede celular (BUCKERIDGE et al., 2004). A sacarose é uma
reserva universal para todas as sementes, enquanto os oligossacarideos da série
rafinésica sdo abundantes em dicotiledoneas (BEWLEY; BLACK, 1994,
BUCKERIDGE et al., 2004).

Os polissacarideos de parede celular ocorrem em alguns grupos taxondmicos,
apresentando além das funcgdes de reserva outras fungdes secundérias, como o controle
da absorc¢do e distribuicdo da dgua nos diferentes tecidos das sementes (BUCKERIDGE
et al., 2000).

Os oligossacarideos da série rafindsica sdo amplamente encontrados em
sementes ortodoxas, que sdo expostas a periodos constantes de dessecacdo. Esses
oligossacarideos sdo degradados logo no inicio da germinacdo, e por isso sdo

considerados compostos de reserva. Porém, sua principal fungdo tem sido atribuida a
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propriedade das sementes ortodoxas de estabilizarem suas membranas, e com isso,
poderem permanecer secas por um longo periodo, apds o qual germinam normalmente

(BEWLEY; BLACK, 1994; BUCKERIDGE et al., 2004).

A sacarose pode ser acumulada em quantidades aprecidveis em vdrias partes da
semente (cotilédones, endosperma ou eixo embriondrio), assim como OS
oligossacarideos da série rafindsica. Juntos representam os primeiros compostos a serem
mobilizados, antes mesmo que a germinacdo (emersdo da radicula) se complete

(BEWLEY; BLACK, 1994; PETERBAUER; RICHTER, 2001).

O amido € uma das principais fontes de reserva de carbono encontradas nas
plantas, em termos de quantidade, universalidade de sua distribuicdo e importancia
comercial (AMARAL et al., 2007). Ao longo da evolucio, tem sido usado ndo somente
como reserva pela a propria planta, mas também como fonte de energia para os niveis
subseqiientes, da cadeia alimentar, nos ecossistemas (ZEEMAN et al., 2004).

O amido ¢ formado por unidades de glucose, constituidos por dois
polissacarideos: a amilose e a amilopectina. (BUCKERIDGE et al., 2004). A amilose é
composta por unidades de glucose, que sdo conectadas por ligagdes glicosidicas do tipo
a (1,4) e a porcentagem de ramificacdes o (1,6) € menor que 1% (BALL et al., 1998).
A amilopectina é altamente ramificada e possui cadeias de residuo de glucose ligados

entre si por ligacdes glicosidicas o (1,4) com aproximadamente 5%, das ramificacdes

o (1,6) MYERS et al., 2000).

2.2.3. Actmulo e utilizacio de proteinas

As proteinas de reserva correspondem aquelas que sdo acumuladas em grandes

quantidades durante o processo de maturacdo das sementes e que sdo degradadas
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durante o processo de germinag¢do, fornecendo nitrogénio na forma de aminodcidos, os
quais s@o precursores de proteinas estruturais e metabdlicas e de outros constituintes
celulares usados no desenvolvimento da plantula. Essas proteinas sdo armazenadas em
organelas celulares, encontradas no citoplasma das células vegetais de sementes
maduras, denominadas de corpos protéicos (RAMAKRISHNA; RAMAKRISHNA;
RAO, 2005).

Segundo Osborne (1924), as proteinas de reserva podem ser classificadas
segundo a sua solubilidade: em albuminas, proteinas soliveis em dgua ou em solugdes
tampdes de pH neutro; globulinas, proteinas soliiveis em solugdes salinas, mas
insoldveis em dgua; glutelinas, proteinas soliveis em solucdes diluidas de 4cidos e
bases, e prolaminas, proteinas soliveis em solugdes aquosas de etanol a 70-90%.

As albuminas estdo amplamente presentes em sementes de dicotiledoneas, sendo
uma das mais abundantes a albumina 2S, que além das funcdes de reserva, também
desempenha fungdes de defesa (BUCKERIDGE et al., 2004). As globulinas estio
presentes, tanto em monocotileddneas como em dicotileddneas, dividindo-se em dois
grupos: as vicilinas (7-8 S) e as leguminas (11-12 S), que sdo classificadas dessa forma
de acordo com o seu coeficiente de sedimentagdo (BEWLEY; BLACK, 1994; MUNTZ
et al., 2001). As prolaminas estdo presentes, principalmente, em cereais e em gramineas
selvagens, nas quais podem se apresentar como metade do nitrogé€nio armazenado no
peso total do grdo, sendo reconhecidas pela capacidade de armazenamento de nitrogénio
e pelos elevados niveis de residuo de glutamina e prolina (BUCKERIDGE et al., 2004).
As glutelinas estdo presentes no milho, no trigo e em outros cereais, sendo bastante
relacionadas com as prolaminas, porém sdo insoliveis em dlcool por conterem residuos

de enxofre (SUDA; GIORGINI, 2000; LIMA et al., 2008).
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Durante a maturacdo das sementes, as proteinas de reservas ndo sdo apenas
armazenadas nos tecidos de reserva dos cotilédones e mesoéfilos das dicotiledoneas ou
nos endospermas de cereais, mas também no eixo embrionario (MUNTZ et al., 2001).
Em todos esses orgdos, a estocagem das proteinas é feita nos corpos protéicos
(MUNTZ, 1998).

Em endospermas de cereais e cotilédones de leguminosas, a mobilizagdo das
proteinas de reserva se inicia com a protrusdo da radicula através do tegumento, quando
a germinagdo conduz ao crescimento da plantula. Entretanto, a biossintese de proteinas,
nos orgaos dos eixos e nos cotilédones das dicotiledoneas, comeca muito mais cedo
(BEWLEY; BLACK, 1994).

A mobilizacdo das proteinas de reserva é um dos eventos pds-germinativos mais
importantes no crescimento e desenvolvimento das plantulas (BEWLEY, 1997).
Durante o periodo de germinagfo, as proteinas de reserva sdo degradadas pela acdo de
um grande ndmero de proteases, que convertem as proteinas de reserva insoldveis em
peptideos soldveis, os quais, por sua vez s@o hidrolisados a aminodcidos livres e
transportados para o eixo embriondrio para suportar seu crescimento e também fornecer
energia pela oxidagdo dos esqueletos de carbono (MUNTZ et al, 2001;
RAMAKRISHINA, 2007).

Mudangas metabdlicas nos compostos de reserva podem ser detectadas durante a
germinagdo das sementes, com o uso de processos histoquimicos apropriados e
especificos. Em soja, por exemplo, alteragdes quantitativas e morfolégicas nos corpos
protéicos foram detectadas in situ, nas células cotiledonares (CORTELAZZO; VIDAL,
1991). Por outro lado, para Dalbergia miscolobium, os resultados das andlises

histoquimicas, sugeriram um padréo similar de eventos para as proteinas e lipidios
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durante a germinacd@o e as fases iniciais do crescimento das plantulas (SILVA et al.,

1998).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos frutos e descricao da area

Frutos maduros de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.) foram coletados de trés
plantas adultas de uma 4rea de vegetagdo da caatinga, do Campo Experimental da antiga
Epace, situado na cidade de Crateds-Ce, entre os meses de fevereiro a abril de 2008. A
cidade estd situada a 5° 10" 42" S e 40° 40" 40" O e a 274 m de altitude em relagdo ao
nivel do mar. As suas condi¢des climdticas sdo: clima tropical quente semi-arido,
pluviosidade média de 731,2 mm anuais, temperaturas médias de 26 a 28°C,
apresentando periodos chuvosos entre os meses de janeiro a abril (Fonte: IPECE, 2008 e

FUNCEME, 2008).

3.2. Obtencao e armazenamento das sementes

Os frutos de mandacaru foram seccionados longitudinalmente para retirada da
sua polpa e obtencdo das sementes. Para o desprendimento da mucilagem das sementes,
utilizou-se cal hidratada e friccionou-se a sua polpa sobre uma peneira de malha de
aluminio. Posteriormente as sementes foram lavadas em dgua corrente em abundancia e
postas para secar a sombra por um periodo de 24 h. Apés a obtencdo das sementes, estas

foram armazenadas em frascos de vidro, contendo silica gel, sendo mantidas a 8°C.
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3.3. Experimento 1: Avaliacdo do efeito de diferentes tipos de luz e temperaturas

sobre a germinacio de mandacaru

3.3.1. Local de conducio dos experimentos

Os experimentos para avaliacdo dos efeitos da luz e temperatura sobre a
germinagdo das sementes de mandacaru foram conduzidos no Laboratério de Andlise de
Sementes (LAS), pertencente ao Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal
do Ceard, durante os meses de abril a julho de 2008, tendo cada experimento duracio de

14 dias.

3.3.2. Condicoes experimentais

Antes da implementacdo dos experimentos, as sementes foram previamente
tratadas com hiplocorito de sédio comercial a 1% através de duas lavagens de 5 minutos
nessa solugdo, seguidas de lavagens rapidas em dgua destilada. Em seguida, as sementes
foram colocadas para germinar sobre 1 folha de papel germitest, como substrato,
umedecida com 5 mL de 4dgua destilada, em caixas plasticas tipo gerbox de dimensdes
de 14 x 14 x 3,5 cm. As caixas foram mantidas em cdmaras de germinacio do tipo BOD
com fotoperiodo de 12/12h, como utilizado por Lone et al. (2007).

Para avaliar a germinacdo e o desenvolvimento inicial das plantulas de
mandacaru, aplicaram-se como tratamentos as temperaturas 15, 20, 25, 30 e 35°C e
alternadas de (20-30°C) associadas aos de luz: branca, vermelha, vermelho-distante e
auséncia de luz.

O fornecimento da luz foi obtido por lampadas fluorescentes de 20 W, fixadas
internamente na porta da BOD, proporcionando uma intensidade de fluxo de

aproximadamente 0,012 w.m2.nm’ (CARDOSO, 1995). Os tipos de luz utilizados
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foram: branca, nas quais as caixas gerbox ficaram expostas a luz; auséncia de luz, nas
quais as caixas gerbox foram cobertas com papel aluminio; vermelha, nas quais as
caixas gerbox foram envolvidas com duas folhas de papel celofane de cor vermelha e
vermelha-distante, obtidas com a utilizagdo de duas folhas de papel celofane vermelho
colocadas externamente as duas folhas de papel celofane azul, conforme indicagdes de
Almeida e Mundstock (2001).

As contagens da germinacdo foram realizadas diariamente durante o periodo
experimental de 14 dias, sob condi¢des de luz verde de seguranca, para evitar a
influéncia da luz na germinag@o durante as contagens. Foram consideradas germinadas

as sementes que apresentavam protrusao evidente da radicula.

3.3.3. Medidas de germinacio e desenvolvimento de plantulas

a) Indice de velocidade de germinacao (IVG)- foi determinado de acordo com a
expressao abaixo proposta por Maguire (1962).

IVG=XG,XGr,.... X G, onde:
Ni N Nn

IVG = indice de velocidade de germinacio

Gi, G, G, = Numero de sementes germinadas, sendo esse valor acumulado, ao
longo do periodo de contagem da germinagao

Ny, Ny, N, = Numero de dias apds a semeadura

O indice de velocidade de germinacdo € adimensional

b)Percentagem de germinacdo (% G) — Foram determinados os percentuais de
germinagdo aos 7 dias (% G 7), que correspondeu ao pico de germinagdo para a maioria

dos tratamentos e a percentagem de germinacdo aos 14 dias (% G 14), que correspondeu
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ao término da germinacdo. Essa varidvel determina a quantidade de sementes
germinadas, no tempo de germinagdo avaliado.

A porcentagem de germinacdo foi determinada pela expressdo desenvolvida por
Laboriau (1983).

%G = (Xni) x 100, onde:
N

% G = Percentagem de germinagdo
Y¥ni = Numero total de sementes germinadas

N = Niimero de sementes postas para germinar,

¢) Tempo médio de germinaciao (TMG) foi determinado pela expressido desenvolvida

por Laboriau (1983).

t_= 2 ( n Xt )
Zni

t = Tempo médio de germinacdo, expresso em nimero de dias
ni = nimero de sementes germinadas, em um intervalo de tempo

ti = intervalo do tempo, expresso em dias

d)Altura das plantulas (AP) e a massa seca das plantulas (MSP) - A AP e a MSP
foram determinadas utilizando-se 20 plantulas normais de cada uma das 4 repeti¢des por
tratamento, retiradas ao acaso, apds a finalizacdo do teste de germinagdo, que
corresponderam as medidas de germinagdo avaliadas. A altura das plantulas normais foi
determinada utilizando-se uma régua milimetrada. Posteriormente, esse material foi
secado em estufa a 60 °C até atingir temperatura constante, para obtencdo da MSP. A

AP e a MSP foram expressas em cm/plantula e mg/plantula, respectivamente.
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e) Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, sendo os
tratamentos arranjados em um esquema fatorial do tipo (6 x 4), sendo que o primeiro
fator correspondeu as diferentes temperaturas e o segundo fator aos tipos de luz
testados. Para cada tratamento foram utilizadas 4 repeticdes contendo 50 sementes. Os
valores médios da porcentagem de germinagdo foram transformados em arco seno
(x/100)*” para a realizacdo da andlise estatistica, sendo, ao final, apresentados os
valores médios originais. As médias das varidveis analisadas foram comparadas pelo
teste de Tukey (p < 0,01). O software utilizado para a andlise estatistica foi o SANEST,

desenvolvido pelo IAC (Instituto Agrondmico de Campinas).

3.3.4. Descricao da morfologia das sementes e dos estadios de desenvolvimento

3.3.5. Descricao da morfologia das sementes

A descri¢do da morfologia das sementes de mandacaru foi realizada a partir de
descricdes das caracteristicas de sementes de plantas pertencentes a ordem
Caryophylalles, a qual a familia Cactaceae estd inserida, realizada por Beltrati (1995).
Utilizou-se para essa descri¢do sementes quiescentes (com e sem tegumento) e sementes
apresentando protrusdo da radicula. As caracteristicas das sementes descritas se
referiram aos tecidos de reserva, formato, testa, embrido e outras caracteristicas

peculiares das sementes de mandacaru. As descricdes foram feitas com o auxilio de

uma lupa de mesa e microscépio estereoscopico binocular.



43

3.3.6. Analise morfolégica das sementes de mandacaru

3.3.6.1. Condicoes experimentais

Para a descricdo da andlise estrutural das sementes, foram colocadas para
germinar quatro subamostras de 50 sementes, que foram mantidas em BOD a 25°C,
com fotoperiodo de 12h. Posteriormente, sementes quiescentes, aos 2, 4 e 6 DAE foram
coletadas, para realizacdo dos cortes transversais. Enquanto que para a realizacdo dos
cortes longitudinais foram utilizadas sementes no estado quiescentes e aos 4 DAE,

sendo utilizada 10 sementes para cada periodo de germinagao avaliado.

3.3.6.2. Fixacio e processamento pos-fixacao

As sementes coletadas foram submetidas a fixacdo em solugdo de
paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 1%, em tampéao fosfato de sédio a 0,1 M, pH
7,2, por 24 h, sendo posteriormente mantidos a 4°C (KARNOVSKY, 1965).

Completado o tempo de fixacdo em solugdo de paraformaldeido/glutaradeido, o
excesso de fixador foi removido através de trés lavagens de 10 min cada, em tampéo
fosfato a 0,1 M, pH 7,2. Logo em seguida, as amostras foram lavadas, rapidamente, com
dgua destilada, por trés vezes. Posteriormente, as amostras foram expostas a
desidratacdo em bateria crescente de etanol, iniciando em alcool a 40% e terminando em
dlcool a 100% de concentracdo, com duragdo de 1 h de exposicdo para cada solucdo.

Apds a desidratagdo, os cortes foram primeiramente pré-infiltrados por

embebicdo em resina-dlcool etilico 1:1 por 24 h. Em seguida, o material foi incluido em
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resina pura (Historesin Embbeding Kit — Jung). Ao final da preparacdo do material,

foram feitos cortes seriados de 5 um, em micrétomo automatico Leica RM 2065.

3.3.6.3. Coloracao com Azul de Toluidina

O azul de toluidina é um corante metacromadtico utilizado para detectar radicais
anidnicos totais, como componentes da parede celular. A coloracdo pelo Azul de
Toluidina (AT) a 0,025%, pH 4,0, ocorreu durante 15 min, a temperatura ambiente.
Seguidamente os cortes foram submetidos a lavagens rdpidas em dgua destilada e
secagem ao ar livre (VIDAL, 1977). Ao final, os cortes foram montados entre lamina e

laminulas, utilizando em entelan.

3.3.7. Descricao dos estadios de desenvolvimento

Para a descricdo dos estddios de desenvolvimento das sementes, utilizaram-se
quatro subamostras de 80 sementes, as quais foram colocadas para germinar sobre papel
germitest e mantidas sob condigdes de BOD, a 25 ° C e fotoperiodo de 12 h. As
sementes foram coletadas nos tempos de germinacdo de 0, 2, 4, 5, 6, 8 e 12 DAE, sendo
cada periodo correspondente a um estddio de desenvolvimento.

Os aspectos morfolégicos descritos foram: semente quiescente, intumescimento
da semente, abertura do opérculo, ruptura do tegumento, protrusdo da radicula, saida
dos cotilédones do tegumento, saida do hipocétilo do tegumento, estabelecimento da
postura ereta, esverdeamento dos cotilédones e hipocétilo e surgimento de espinhos

entre os cotilédones.
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Os caracteres morfoldgicos foram ilustrados em escala 1:1 (quando necessérios
foram ampliados e reduzidos). As ilustracdes foram feitas manualmente com o auxilio
de lupa de mesa e microscépio estereoscopico binocular. As descrigdes foram feitas de

acordo com Barroso ef al., (1999) e Beltrati (1995).

3.3.8. Experimento 2: Avaliacio morfolégica e bioquimica da mobilizacdo das

reservas das sementes de mandacaru, durante o seu processo germinativo

Esse experimento teve por objetivo avaliar a mobilizagdo das reservas das
sementes de mandacaru durante o processo germinativo, utilizando-se métodos

bioquimicos e citoquimicos.

3.3.8.1. Local de conducao dos experimentos

Os experimentos de avaliacdo da mobilizacdo das reservas das sementes de
mandacaru foram conduzidos no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular,
juntamente com os ensaios bioquimicos, enquanto que as andlises citoquimicas foram
realizadas no Laboratdrio de Biologia Celular Vegetal, do Departamento de Biologia,

ambos pertencentes a Universidade Federal do Ceara.

3.3.9. Avaliacao da mobilizaciao das reservas por métodos bioquimicos

3.3.9.1.Condicoes experimentais

As sementes de mandacaru, previamente tratadas com hipoclorito de s6dio a 1%,
foram postas para germinar sobre duas folhas de papel germitest umedecidos com 5 mL
de 4gua destilada, em caixas do tipo gerbox, sendo estas mantidas em BOD, sob
condicdes de luz branca, temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12 h de luz e

12 h de escuro.
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Foram utilizadas sementes em sete periodos de germinacdo: sementes
quiescentes e com 2, 4, 5, 6, 8 e 12 DAE. Cada tempo avaliado foi composto por cinco
repeticdes de 100 sementes, sendo coletadas cerca de 30 sementes ou plantulas de cada
repeticao.

Para as andlises bioquimicas, as sementes foram divididas em cotilédones e eixo
hipocétilo-radicula, nos tempos de germinacdo avaliados, sendo posteriormente
submetidos a liofilizacdo até a retirada total da dgua. O pd liofilizado obtido foi
utilizado para a determinacdo da matéria seca das estruturas das sementes, cotilédones e
eixo hipocétilo-radicula, e ao final, o material foi armazenado a -20 °C, até a sua

posterior utilizagdo.

3.3.9.2. Extracao e dosagem de lipidios

A extracdo lipidica foi realizada a partir de modificacdes do método proposto
por Bligh; Dyer (1959). Os extratos lipidicos foram preparados utilizando-se 15 mg de
matéria seca das estruturas das sementes (cotilédones e hipocétilos), aos quais foram
acrescidos de 1,5 mL da mistura da solugdo cloroférmio: metanol na proporgdo (2:1).

O material foi homogeneizado com o auxilio de um homogeneizador para
eppendorffs e os tubos eppendorffs foram, logo em seguida, com agitagdo em vortex a
cada 5 min, por um periodo de 30 min, a temperatura ambiente.

Apoés esse periodo, o material foi centrifugado a 12000 g por 10 min, e
posteriormente o sobrenadante foi coletado e armazenado em tubos de ensaio. Esse
procedimento foi repetido por duas vezes consecutivas e ao final de trés extragdes, os

sobrenadantes obtidos foram juntos e armazenados no mesmo tubo de ensaio.
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Posteriormente, foram acrescidos aos extratos lipidicos, 1 mL de 4gua destilada para
auxiliar a separagdo das fases orginicas e aquosas.

Apés a obtengdo de uma mistura bifésica, a inferior, que correspondia a fracdo
cloroférmica, foi coletada e armazenada em tubos de ensaio, com pesos determinados
previamente. Os tubos com as fases cloroférmicas, contendo os lipidios, foram
mantidos a temperatura ambiente ou secados em nitrogénio gasoso, para evaporagdo do
cloroférmio. Ao final do procedimento, os lipidios foram determinados por gravimetria,

através do peso dos lipidios obtidos nos tubos de ensaio.

3.3.9.3. Preparacao dos extratos etanélicos

Os extratos etandlicos foram preparados utilizando-se o material remanescente
da extragdo dos lipidios, o qual correspondia inicialmente a 15 mg, sendo a essa massa
acrescentada 1,5 mL de etanol a 80%. Esse material foi homogeneizado com o auxilio
de um homogeneizador de eppendorff, sendo em seguida deixados em banho-maria a 75
°C por 1 hora, com agitagdo em vortex a cada 15 min. Posteriormente, os tubos
eppendorffs foram centrifugados a 12000 g por 10 min. Apés a centrifugacdo, o
sobrenadante foi coletado e o precipitado foi submetido ao procedimento citado acima
por mais duas vezes, no entanto, a exposicdo ao banho-maria foi de apenas 30 min. Ao
final das trés extragcdes, os sobrenadantes foram reunidos e armazenados a -20 °C, até

sua posterior utilizagdo.

3.3.9.4. Determinaciao dos teores de aciicares soliveis

Os carboidratos soluveis foram determinados de acordo com Dubois et al.

(1956). Em uma aliquota de 0,5 mL dos extratos etanélicos, convenientemente diluidos,
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foram adicionados 0,5 mL de fenol a 5% e 2,5 mL de 4cido sulftirico concentrado. A
mistura foi agitada vigorosamente e deixada em repouso por 10 min. Em seguida, as
amostras foram submetidas a quantificacdo dos carboidratos soliveis por meio de
leituras de absorbancia em 490 nm, utilizando-se como branco: a mesma mistura de
reacdo contendo dgua deionizada, em substitui¢do ao extrato. A curva padrio foi obtida

utilizando-se a D (+) glicose anidra.

3.3.9.5. Determinacio dos aciicares redutores

Os acucares redutores foram determinados nos extratos etandlicos descritos no
item 3.3.9.3, segundo o método de Miller (1959). Em uma aliquota de 0,3 mL dos
extratos etandlicos, convenientemente diluidos, foram adicionados 0,3 mL da mistura de
reacdo (4cido dinitrossalicilico a 1%, fenol a 2% e de sulfito de sodio a 0,05%
dissolvido em hidréxido de sédio a 1%). Logo em seguida, a mistura foi agitada
vigorosamente e mantida em banho-maria a 85 °C por 15 min. Imediatamente, ao
retirarem-se 0s tubos do banho, adicionaram-se 100 pL da solug@o de tartarato de
potassio a 40%, sendo os tubos vigorosamente agitados.

A quantificacdo dos actucares redutores foi realizada por meio de leituras de
absorbancia em 575 nm, utilizando-se como branco, 4gua deionizada em substitui¢do ao
extrato. A dosagem de carboidratos teve como base a curva padrio de acucares

redutores que foi obtida utilizando-se a D (+) glicose anidra como padrio.

3.3.9.6. Determinacio dos aciicares nao-redutores

Os teores dos agucares nao-redutores foram determinados pela diferenca entre os

actucares soluveis e os acticares redutores.
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3.3.9.7. Extracao e determinacao de amido

Os extratos para determinacdo de amido foram preparados utilizando-se o
precipitado remanescente da extragdo dos carboidratos, sendo a esse adicionado 1,5 mL
de acido perclérico a 30% (PCA). Esse material foi homogeneizado com o auxilio de
homogeneizador de eppendorff, agitado durante 30 min, com intervalos de 5 min, e em
seguida centrifugado a 12000 g a 10°C, por 10 min. Apds centrifugagéo, o sobrenadante
foi coletado e o precipitado foi submetido ao mesmo procedimento citado acima, por
mais duas vezes. Posteriormente, ao final das trés extra¢Oes, todo o sobrenadante
coletado foi reunido e armazenado em vidros a -20° C, até a sua posterior utilizacao.

A determinacio do amido foi feita utilizando-se o reagente da antrona, obtido
dissolvendo-se 200 mg de antrona em 100 mL de 4cido sulfirico, de acordo com
McReady et al. (1950). Para a dosagem, uma aliquota de 1 mL de cada extrato foi
convenientemente diluido para resultar na concentragdo de dcido perclérico em 6,9%,
ao qual foi adicionado 1 mL do reagente de antrona. A mistura foi agitada
vigorosamente, sendo em seguida mantida a 100° C por 5 min e resfriada em dgua. Ao
final, as amostras foram submetidas a quantificacdo do amido por meio de leituras de
absorbancia em 620 nm. A curva padrio de amido foi obtida utilizando-se a D (+)

glicose anidra.

3.3.9.8. Determinaciao dos teores de N-aminossoliveis

Os N-aminossoluveis foram determinados de acordo com o método de Yemm;
Cocking (1955). Em tubos de ensaios, foram adicionados a 0,5 mL dos extratos
etandlicos, convenientemente diluidos, 0,25 mL de tampao citrato a 0,2 M (pH 5,0), 0,5

mL de KCN a 0,2 mM, em metilcelosolve a 100%, e 0,1 mL de ninhidrina a 5%, em
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metilcelosolve a 100%. Em seguida, os tubos foram agitados vigorosamente e colocados
em banho-maria a 100°C por 20 min. A reagdo foi interrompida abruptamente
colocando-se os tubos em banho de gelo e, apds resfriamento, foram adicionados aos
mesmos 0,65 mL de etanol a 60%. Os teores de N-aminossoluveis foram estimados
através de leituras de absorbancia em 570 nm, com base em uma curva padrio ajustada

a partir de concentragdes crescentes de glicina.

3.3.9.9. Extracao e determinacao das fragoes protéicas das proteinas

As fragdes protéicas foram obtidas conforme suas solubilidades de acordo com o
descrito por Osborne (1924).

Para a extracdo seqiiencial das proteinas de reserva, a 10 mg de matéria seca dos
cotilédones ou eixo hipocotilo-radicula, acrescentou-se 1 mL de dgua destilada, para
extracdo das albuminas. Apds maceracdo e agitacdo vigorosa durante 20 min, a
temperatura ambiente, as amostras armazenadas em tubos de eppendorfs, foram
centrifugadas a 12000 g, a 4 °C por 10 min. O sobrenadante foi, entdo, coletado e o
precipitado ressuspendido com o mesmo volume do extrator, repetindo-se por mais duas
vezes a extracdo, centrifugacdo e coleta dos sobrenadantes.

O precipitado resultante da obtencdo das albuminas foi submetido & extracdo da
fracdo globulinica, em procedimento semelhante ao descrito anteriormente, utilizando
como extrator uma solucdo de cloreto de s6dio a 5%. O mesmo ocorreu para as
extragdes da prolamina e glutelina, utilizando como extratores o etanol a 70% e NaOH a
0,4%, repectivamente (SUDA; GIORGINI, 2000). Ao final da obteng@o dos extratos,

estes foram armazenados a -20°C, até sua posterior utilizacao.
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A quantificagdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976),
utilizando-se o reagente Comassie Blue G-250. Em uma aliquota de 0,1 mL de cada
extrato das fracdes protéicas, devidamente diluidos, foram adicionados 1 mL do
reagente de Bradford. A mistura foi agitada vigorosamente e mantida a temperatura
ambiente para que ocorresse a reagdo durante 15 min, sendo posteriormente, as leituras
realizadas em espectofotdmetro a 595 nm, tendo como referéncia uma curva padrio
utilizando a albumina sérica bovina (BSA).

As proteinas totais foram determinadas pela soma das vérias fracdes protéicas,

nos correspondentes periodos de germinagdo avaliados.

3.3.9.10. Delineamento experimental e analise dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, tendo
como tratamentos, os tempos de germinacdo e os diferentes teores de reserva das
sementes analisados.

Os valores médios dos tratamentos foram obtidos a partir de quatro repeti¢des,
sendo cada repeticdo dosada em triplicata. As médias obtidas foram submetidas a
andlise de variancia (teste F), utilizando-se o software SANEST/ IAC-Campinas
desenvolvido por Zonta (1984), realizando-se andlise de regressdo para o ajustamento
da média aos modelos apropriados.

Os teores das substincias de reserva foram expressos em mg/ g de MS de

semente (cotilédone ou eixo hipocdtilo-radicula).
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3.3.10. Padroes eletroforéticos das fracoes protéicas das proteinas de sementes de

mandacaru

O método utilizado para eletroforese unidimensional, sob condicdes
desnaturantes, na presenca de SDS (PAGE-SDS), foi o desenvolvido por Laemmili
(1970). Amostras de cada um dos extratos das fracdes protéicas de albuminas,

globulinas, prolaminas e glutelinas, obtidas como o descrito no item 3.3.9.9, foram
precipitadas com acetona na propor¢io de 1:4, a temperatura de -20 °C, durante 24

horas. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 12000xg por 10 min, sendo
a acetona descartada. Os precipitados obtidos foram ressuspensos em tampdo da
amostra composto por 0,125 M de TRIS-HCI, a pH 6,8, SDS a 10%, glicerol a 20%,
azul de bromofenol a 0,02%, e mercaptoetanol a 5% e logo em seguida aquecidos a
100°C por 5 min. Em seguida, 20 puL dos extratos, contendo 12 pg de proteina, foram
aplicadas nos pogos com auxilio de pipeta automatica.

O gel de aplicag@o das amostras foi preparado com acrilamida a 4% em tampao
TRIS-HCl a 0,5 M a pH 6,8, SDS a 10% e persulfato de amonio a 10%. A eletroforese
foi conduzida em gel de separagdo com acrilamida a 10% em TRIS-HCI a 1,5M, pH a
8,8, SDS a 10% e persulfato de amdnio a 10%. A. A solugdo tampido de corrida foi
preparada com Tris a 0,025 M, Glicina a 0,192 M e 0,1% de SDS. A separacdo das
proteinas foi realizada a temperatura ambiente, com polaridade normal, sob voltagem
constante de 200 V.

A corrida da eletroforese comecou com a corrente de 20 mA, e apds a amostra
ter penetrado completamente no gel de aplicacdo (aproximadamente meia hora), esta foi
modificada para 40 mA. Considerou-se terminada a corrida quando o corante azul de

bromofenol chegou préximo ao final do gel de separagao.
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Para revelacdo das bandas protéicas, o gel de separacdo foi submetido a solugao
de fixacdo, contendo Comassie Brilliant Blue R250 (Sigma@), metanol a 40% e acido
acético a 7%, durante 1 h, sob agitacdo constante em agitador de mesa. Ao final desse
tempo, o gel foi exposto a solugdo descorante contendo apenas metanol: dcido acético
nas mesmas proporcdes citadas acima, deixando-o em agitacdo por 30 min. Em seguida,
o gel foi deixado na solugdo descorante composta por metanol a 10% e acido acético a
4%, na qual permaneceu por uma noite. Ao final, o gel foi mantido em dgua até serem

escaneados, para serem avaliados.

3.3.11. Avaliacao da mobilizacao das reservas por métodos citoquimicos

3.3.11.1. Condicoes experimentais

As sementes de mandacaru, previamente tratadas com hipoclorito de s6dio a 1%,
foram postas para germinar sobre duas folhas de papel germitest umedecidos com dgua
destilada, em caixas do tipo gerbox, sendo mantidas em BOD, sob condi¢des de luz
branca a 25°C e fotoperiodo de 12 h, durante sete dias.

Para obteng@o do material, foram utilizadas 5 caixas com 100 sementes, sendo
retiradas 3 sementes diariamente, para cada periodo de germinacdo avaliado,
juntamente com a semente no estado quiescente.

A fixagdo e os processos de pos-fixacdo foram realizados, de acordo com o item
3.3.6.2 em seccoes transversais das sementes quiescentes e embebidas aos 1, 2, 3,4, 5, 6

e 7 DAE.
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3.3.11.2. Coloracoes

3.3.11.2.1. Xylidine Ponceau (XP)

Um dos corantes utilizados para a colorag@o dos tecidos foi o Xylidine Ponceau
(XP) a 0,1% pH 2.5, que € um corante utilizado para detectar proteinas, devido a sua
capacidade de se ligar a radicais cationicos totais (VIDAL, 1970).

A solugdo de XP a 0,1% foi preparada em 4cido acético glacial a 3%, sendo o
seu pH ajustado para 2,5. A coloracio com XP foi realizada durante 15 min a
temperatura ambiente, seguindo-se de lavagem em solugdo de 4dcido acético a 3%, por
15 min, e duas lavagens rdpidas em dgua destilada, secagem ao ar e montagem em

entellan (CORTELAZZO; VIDAL, 1991).

3.3.11.2.2. Reacao do PAS (Periodic Acid-Schiff)

A reacdo de PAS permite a detecgdo de polissacarideos neutros, sendo utilizado
para deteccdo de amido e polissacarideos da parede celular (MAIA, 1979). Os cortes
foram oxidados com 4cido periédico 0,5%, durante 9 min, lavados em dgua destilada e
secados levemente. Em seguida, os cortes foram colocados em reativo de Schiff por 30
min, a temperatura ambiente e no escuro. Entdo, foram lavados com dgua sulfurosa,
composta de dgua destilada, HCI e metabissulfito de s6dio a 10% na propor¢ao 18:1:1,
respectivamente, sendo realizados trés banhos de 3 min cada. Ao final, os cortes foram

montados em entellan.
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3.3.11.2.3. Reacao com Lugol

A reagdo com Lugol é utilizada para deteccdo de amido, apresentando como
resultado positivo a identificacdo de granulos de amido com uma coloracio azul-negra
ou marrom muito escuro (BERLYN; MIKSCHE, 1976).

A solucdo de lugol foi preparada utilizando 10 g de iodeto de potassio e 10 g de
iodo para o volume final de 100 mL. Apds a preparacdo da solucdo, pingou-se 1 gota da

solugd@o de lugol sobre os cortes, apds o tempo de 5 minutos.

3.3.11.2.4. Reacao com Sudan IV

O reagente Sudan IV detecta a presenga de corpos lipidicos, de acordo com
método proposto por Gerlach (1984). Para a reacdo com Sudan IV, foram feitos cortes a
mao livre de materiais frescos, e logo em seguida foram colocados em etanol a 70%. Os
cortes foram transferidos para vidro de reldgio, onde se aplicou o Sudan IV a 2%
dissolvido em etanol a 92%, de forma a recobrir os cortes, deixando-o reagir por 20
min. O vidro de relégio foi mantido coberto para evitar a evaporacdo. Em seguida, os
cortes foram lavados em etanol a 90% e montados entre laminas e laminulas, sendo

retirado o excesso de etanol antes da observacdo em microscopio optico.

3.3.11.2.5. Observacao dos cortes histologicos

Os cortes preparados com as diferentes coloragdes foram observados em

microscopio Optico em aumento de 400 vezes, sendo fotografados em camaras

acopladas com os aumentos apropriados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Analise da germinacao

4.1.1. Medidas de IVG e TMG

A tabela 1 mostra a andlise de variancia das médias do indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e do tempo médio de germinacdo (TMG), tendo sido verificadas
interagdes significativas entre os fatores luz e temperatura, a nivel de 1 % de

probabilidade.

Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia para os efeitos das diferentes temperaturas e

tipos de luz nos pardmetros germinativos, IVG e TMG, das sementes de mandacaru.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variagcdo gl VG TMG

Temperatura (A) 5 195,65%* 246,09%*
Luz (B) 3 46,30%* 18,58%**
Int AxB 15 11,59%* 5,98%*
Residuo 72 0,57*%* 2,17%%*
C.V(%) 17,17 30,68

** Significancia ao nivel de 1% de probabilidade.

Os maiores valores de IVG foram observados nas condi¢des de luz branca
associada as temperaturas de 25°C (10,24) e 30°C (10,46) e luz vermelho-distante a 25
°C (9,49), os quais podem ser observados na Tabela 2. Analisando-se a condigdo
auséncia de luz, os maiores valores foram observados nas temperaturas alternadas de
20-30°C (5,74) e 25°C (4,69), ja para a condicdo de luz vermelha, os maiores valores
dessa variavel foram observados nas temperaturas de 25°C (8,63) e 30°C (7,89). Por
outro lado, nas temperaturas extremas a 15 e 35°C, esses valores foram nulos, tendo em

vista que ndo foram observadas germinacdo nessa condi¢cdo (Tabela 2).
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Tabela 2 — Valores médios do indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes

de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.) sob diferentes tipos de luz e temperatura.

Indice de velocidade de germinacdo (IVG)

Tipos de Luz
Temperaturas Branca Auséncia de Vermelha Vermelho-
luz distante
15°C 0dA 0cA 0dA 0dA
20°C 5,55 bA 3,34 bB 6,01 bcA 5,70 bA
20-30°C 8,19 bA 5,74 aB 5,88 cB 7,63 abA
25°C 10,24 aA 4,69 abC 8,63 aB 9,49 aAB
30°C 10,46 aA 1,01 cD 7,89 abB 4,44 cC
35°C 0dA 0cA 0dA 0dA

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey. Letras

mindsculas representam as temperaturas e as maitisculas os tipos de luz.

Concordando ao presente experimento, Lone et al.(2007), em seus estudos com
a cacticea Melocactus bahienses, obtiveram maiores percentuais de germinacio e
valores de IVG na temperatura de 25 °C, enquanto os menores valores foram
observados a 20 e 30°C. Por outro lado, Menezes et al. (2004), verificaram o aumento
do IVG com o incremento da temperatura em Salvia splendes Selow, porém ndo
observaram diferencas significativas no IVG, nas temperaturas de 20 e 25°C.

O aumento do IVG, acompanhando o incremento da temperatura, foi
concordante com os resultados obtidos por Carvalho; Nakagawa (2000), que
observaram que a germinacdo serd tanto mais rdpida e o processo mais eficiente, quanto
maior a temperatura, dentro de certo limite. Com relacdo a luz, muitos autores t€ém
verificado que os efeitos das diferentes qualidades de luz dependem da temperatura de
incubacgdo a que as sementes sdo submetidas, indicando a participacdo do fitocromo no
controle da germinacdo das sementes (TAKAKI, 2001; FERRAZ-GRANDE; TAKAKI,

2006).
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Os valores médios da varidvel TMG estiao apresentados na Tabela 3, sendo os
maiores valores verificados para a temperatura de 20°C associada aos quatro tipos de
luz analisados: branca (9,23 dias), auséncia de luz (10,63 dias), vermelha (8,85 dias) e
vermelho-distante (9,15 dias). Os menores valores da variavel IVG foram observados na
temperatura alternada de 20-30°C (5,24 dias), 25°C (4,83 dias), 30°C (4,43 dias) para luz
branca e luz vermelho-distante na temperatura a 25°C (5,15 dias), enquanto que, nas
temperaturas extremas a 15 e 35°C, os valores foram nulos, ji que a germinacdo foi

totalmente inibida.

Tabela 3 — Valores médios do tempo médio de germinagcdo em dias das sementes de

mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), sob diferentes tipos de luz e temperatura.

Tempo médio de germinagdo (TMG) (dias)

Tipos de Luz
Temperaturas Branca Auséncia de Vermelha Vermelho -
luz distante
15°C 0cA 0cA 0OcA 0OcA
20°C 9,23 aA 10,63 aA 8,85 aA 9,15 aA
20-30°C 5,25 bB 8,86 abA 6,61 aAB 5,73 abAB
25°C 4,83 bB 9,94 abA 6,53 aAB 5,15bB
30°C 4,43 bB 6,24 bAB 8,94 aA 6,19 abAB
35°C 0cA 0cA 0cA 0cA

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste F (p<0,01). Letras

minusculas representam as temperaturas e as maiusculas os tipos de luz.

Analisando-se a condicdo de temperatura alternada 20-30°C, os maiores valores
foram associados a luz vermelha (6,61 dias), vermelho-distante (5,73 dias) e a auséncia
de luz (8,86 dias). Para a temperatura de 25°C, os maiores valores foram observados na
condicdo de auséncia de luz (9,94 dias) e luz vermelha (6,53 dias), e para temperatura

de 30 °C associada as luzes: vermelha (8,94 dias) e vermelho-distante (6,19 dias).
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Também, como observado na Tabela 3, temperaturas baixas e auséncia de luz
prolongam o inicio da germinacdo das sementes de mandacaru, aumentando o TMG,
indicando que essas condi¢cdes podem afetar as reacdes metabdlicas envolvidas nesse
processo e que, por outro lado, temperaturas mais elevadas e a presenga de luz
estimulam o inicio da germinacao.

Concordando com os resultados obtidos no presente experimento, De La Barrera
e Nobel (2003), em seu estudo com a cacticea S. queretaroensis, observaram que o
inicio da germinacdo foi acelerado por altas temperaturas, sendo que 0os menores tempos
necessarios, para o inicio da germinacdo, foram verificados nas temperaturas 25/ 25°C
constante e 35/25°C e 45/55°C, alternadas. Da mesma forma, Aratjo Neto et al. (2003),
avaliando a germinacdo das sementes de acdcia, também observaram maior TMG para a
menor temperatura utilizada (15°C), sendo a melhor condicdio observada para a
germinagdo a temperatura de 25°C.

O tempo médio de germinacdo pode fornecer tanto informacdes quanto as vias
metabdlicas envolvidas no processo germinativo, como pode permitir a realizacdo de
inferéncias sobre estratégias de germinagcdo de diferentes espécies sob diferentes

condicdes ambientais (FERREIRA; BORGUETTI, 2004).

4.1.2. Germinacao (%)

Na tabela 4, é apresentada a anélise de variancia dos percentuais de germinacao
aos 7 dias (% G7) e aos 14 dias (% G14 ), sendo observadas interagdes significativas

entre os fatores luz e temperatura, a nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
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Tabela 4 — Resumo da andlise de variancia para os efeitos das diferentes temperaturas e

tipos de luz nos pardmetros germinativos, % G14 e % G7, das sementes de mandacaru.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variacdo gl % G14 % G7

Temperatura (A) 5 26351, 54 ** 15478,84 **
Luz (B) 3 3493,60 ** 4938,84 **
Int AxB 15 920,70 ** 1370,07 **
Residuo 72 98,24 118,90
C.V(%) 19,35 32,22

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

A andlise dos percentuais de germinagdo aos 7 dias (Tabela 5), mostra que nesse
periodo, alguns tratamentos ja alcangaram o maximo de germinacdo, enquanto outros

alcancaram 50,00 % da germinagao.

Tabela 5 — Valores dos percentuais de germinagdo aos 7 dias, das sementes de

mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), sob diferentes tipos de luz e temperatura.

Percentagem de germinagdo aos 7 dias (%)

Tipos de Luz

Temperaturas Branca Auséncia de Vermelho Vermelho
luz distante
15°C 0dA 0cA 0cA 0dA
20°C 16,50 cAB 9,25 bcB 33,50 bA 21,00 cAB
20-30°C 60,50 bA 28,50 abB 37,00 bB 72,50 bA
25°C 90,00 aA 26,50 aB 92,50 aA 95,00 aA
30°C 89,50 aA 8,50 abcC 78,50 aA 45,00 cB
35°C 0dA 0cA 0OcA 0OcA

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey.
Letras mindsculas representam as temperaturas e as maiusculas os tipos de luz.

Os maiores valores percentuais aos 7 dias (% G7) foram observados nas
temperaturas de 25°C associadas as luzes branca (90,00%), vermelha (92,5%) e
vermelho-distante (95,00%) e na temperatura de 30°C associada as condi¢cdes de luz

branca (89,50%) e vermelha (78,50%). Resultados concordantes foram observados por



61

Andrade et al., (2005) que relataram que as sementes da cacticea Hylocereus undatus
apresentam alto percentual de germinacdo a 25°C, atingindo um méiximo em um
periodo de 7 dias de embebicao.

Os valores percentuais, de germinacdo aos 14 dias (Tabela 6), variaram em
funcdo da temperatura e dos diferentes tipos de luz analisados, ndo sendo observada

germinagdo nas temperaturas de 15°C e 35°C.

Tabela 6 — Valores dos percentuais de germinagdo aos 14 dias (% G14) das sementes

de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), sob diferentes tipos de luz e temperatura.

Percentagem de germinagdo aos 14 dias (% G14)

Tipos de Luz
Temperaturas Branca Auséncia de Vermelha Vermelho-

luz distante

15°C 0cA 0cA 0dA 0dA
20°C 97,00 aA 69,50 aA 99,50 aA 99,50 aA
20-30°C 64,50 bB 58,00 aB 65,00 cAB 82,00 bA
25°C 93,50 aA 57,00 aB 97,00 abA 98,00 aA
30°C 89,50 aA 13,00 bC 88,00 bA 50,50 cB

35°C 0cA 0cA 0dA 0cA

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey.
Letras mindsculas representam as temperaturas e as maiusculas os tipos de luz.

Os maiores percentuais de germinacdo aos 14 dias foram verificados nas
temperaturas de 20°C associadas as luzes branca (97,00%), vermelha e vermelho-
distante (99,00%), 25°C associadas a luz branca (93,50%), vermelha (97,00%) e
vermelho-distante (97,00%) e 30 °C associado a luz branca (89,50%) e luz vermelha
(88,00%). Verificou-se também que, sob condicdo de auséncia de luz, os maiores % G
14 foram observados nas temperaturas constantes de 20°C (69,50%) e 25°C (57,00%) e
alternada de 20-30 °C (58,00%). Por outro lado, o menor percentual de germinacdo foi

observado na condi¢do de auséncia de luz associado a 30°C (13,00%).
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Nobel et al. (1988) descreveram que as sementes de cactus toleram amplas
variagOes de temperaturas, como a maioria das espécies de habitats tropicais, sendo a
faixa mais favordvel para a germinacdo as temperaturas de 17 a 34°C, com valores
6timos em torno de 25°C (ROJAS-ARECHIGA et al., 1997; ROJAS-ARECHIGA;
VASQUEZ—YANES, 2000). Entretanto, alguns trabalhos tém mostrado que as
temperaturas favordveis a germinacgdo das cacticeas estio entre 20 e 30°C, como para as
cactaceas Stenocereus stellatus (ROJAS—ARECHIGA; CASAS; VAZQUEZ—YANES,
2001) e Stenocereus queretaroensis (DE LA BARRERA; NOBEL, 2003).

Por outro lado, Simao et al. (2007) avaliando a germinacdo das sementes de
Hylocereus setaceus (Salm-Dick ex DC), observaram que sob condicido de luz branca,
houve germinacdo em uma ampla faixa de temperatura, variando entre 15 e 40°C,
chegando ao mdximo a 100% a 25°C, resultados que também corroboram com os
observados presente estudo.

E interessante salientar que a capacidade das sementes de mandacaru germinar,
mesmo na auséncia de luz, indica que essas sementes ndo sdo fotobldsticas positivas, ou
seja, ndo requerem a luz para germinar, ao contridrio do observado por Benitez-
Rodrigues er al. (2004) que em seus estudos com quatro espécies de Mammillaria,
verificaram que todas elas dependiam da luz para germinar.

Alguns estudos com cacticeas t€ém mostrado uma relacéo entre o fotoblastismo e
a forma de vida dessas plantas. As sementes dos cactus colunares se mostram
indiferentes a luz, enquanto que as sementes dos cactus globosos sdo normalmente
fotobldsticas positivos (ROJAS-ARECHIGA; VASQUEZ-YANES, 2000). Essas
informagdes foram comprovadas no presente estudo, onde as sementes de mandacaru,
que € um cacto do tipo colunar, mostraram-se indiferentes a luz, por terem germinado

mesmo na condi¢do de auséncia de luz. Entretanto, verificou-se que nesse tratamento, a
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germinagdo foi bastante reduzida, enquanto que na presenga de luz, este processo foi
positivamente estimulado.

De forma semelhante ao presente estudo, em trabalho anterior realizado com
Cereus jamacaru D.C, Prisco (1966) observou em estudo sobre a acdo da luz na
geminacdo de mandacaru, que as sementes eram sensiveis a luz, porém a auséncia de
luz ndo prevenia a ocorréncia total do processo de germinagao.

No presente estudo, a combinagdo dos fatores luz e temperatura estimularam a
germinagdo das sementes de mandacaru, principalmente nas temperaturas entre 20 e 30
°C e alternada 20-30°C associadas a luz branca, vermelha e vermelho-distante, sendo
observados os maiores percentuais de germinagdo a 25°C.

Os resultados de germinacdo aqui apresentados também foram concordantes
com os de Rojas-Aréchiga; Orozco-Segovia; Vasquez-Yanes (1997), que observaram a
germinacdo das cacticeas Pachycereus hollianus, Cephalocereus chrysacanthus e
Neobuxbaumia tetzo, sob diferentes tratamentos de luz (branca, auséncia de luz,

vermelho e vermelho-distante).

4.1.3. Medidas de crescimento

Na tabela 7, apresenta-se a andlise de varidncia dos valores médios para a altura
das plantulas (AP) e matéria seca das plantulas (MSP), sendo observadas interacdes
significativas entre os fatores luz e temperatura, pelo teste F (p <0,01).

Os valores médios para AP podem ser observados na tabela 8. Os maiores
valores para essa varidvel foram observados na condi¢do de temperatura alternada 20-
30°C associada as luzes: vermelha (2,04 cm) e vermelho-distante (2,12 cm) e na

temperatura de 25°C na auséncia de luz (2,46 cm).
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Tabela 7 — Resumo da andlise de variancia para os efeitos das diferentes temperaturas e
tipos de luz sobre as varidveis: altura (AP) e matéria seca (MSP) das plantulas de

mandacaru, apés os 14 dias de embebicao.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variagdo gl AP MSP

Temperatura (A) 5 11,63 ** 1,8 x 107
Luz (B) 3 0,53 ** 7x 107 %
Int AxB 15 0,23 ** 5x 107 #*
Residuo 72 0,24 1x10°®
C.V(%) 14,81 16,82

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Tabela 8 — Valores médios da altura das plantulas (AP) de mandacaru (Cereus

jamacaru D.C.) ap6s 14 dias de embebigdo, sob diferentes tipos de luz e temperatura.

Altura das plantulas (cm)

Tipos de Luz
Temperaturas Branca Auséncia de Vermelha Vermelho-

luz distante

15°C 0dA 0dA 0dA 0cA
20°C 1,23 bB 1,43 cAB 1,23 cB 1,55 bA
20-30°C 1,74 aB 1,92 bAB 2,04 aA 2,12 aA
25°C 1,43 abB 2,46 aA 1,69 bB 1,44 bB
30°C 0,83 cC 1,58 cA 1,58 bA 1,17 abB

35°C 0dA 0dA 0dA 0cA

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey.

Letras mindsculas representam as temperaturas e as maitsculas os tipos de luz.

Dados concordantes com relacdo a AP observadas foram obtidos por Lone et al.
(2007), que em seu estudo com a cacticea Melocactus bahiensis obtiveram menores
médias de AP na temperatura de 20°C, no substrato papel, enquanto que nas
temperaturas de 25 e 35°C ndo foram verificados diferengas significativas nesses
tratamentos. Da mesma forma, Menezes et al. (2004) observaram maiores valores de
altura das plantulas de Salvia splendens Sellow na temperatura de 25°C associada a luz

branca.
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Com relacdo a massa seca das plantulas (Tabela 9), os maiores valores dessa
varidvel foram observados no tratamento de temperatura alternada (20-30°C) para as
condicdes de luz branca (3,1)(10'3 g), auséncia de luz (2,8){10"3 g) e vermelho (3,1 x10?
g) e na temperatura de 30°C na condicio de luz vermelho-distante (2,4 x107g).

Discordando do presente experimento, Menezes et al. (2004) observaram
pequenas alteracdes nos valores de matéria seca das plantulas de Salvia splendens
Sellow, para as temperaturas de 20 e 25°C, entretanto o maior valor dessa variavel foi

obtida para o tratamento de luz branca associada a temperatura de 20°C.

Tabela 9 — Valores médios da matéria seca das plantulas (MSP) de mandacaru (Cereus

Jjamacaru D.C.) ap6s 14 dias, sob diferentes tipos de luz e temperatura.

Massa seca das plantulas (g)

Tipos de Luz
Temperaturas Branca Auséncia de luz Vermelha Vermelho
distante
15°C 0cA 0dA 0cA 0cA
20°C 1,4 x10° bA 1,0 x10° beB 1,2 x10°%cA 1,2x10° bA
20-30 °C 3,1 x 10 aA 2,8x10° aAB 3,1 x10%aA  2,6x107aB
25°C 1,5x 10 bA 1,4 x10° bA 1,5x107 cA 1,3 x10°bA
30°C 1,5x 10° bB 8 x10™cC 2,7x107 bA 2.4 x107aA
35°C 0 cA 0dA 0dA 0cA

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo teste de Tukey.

Letras mindsculas representam as temperaturas e as maitsculas os tipos de luz.

4.2. Descri¢cao morfolégica e dos estadios de desenvolvimento

4.2.1. Analise estrutural das sementes

A analise estrutural das sementes de mandacaru foi realizada nas células dos
cotilédones e do eixo embriondrio utilizando a coloracdo com o Azul de Toluidina (AT).

O AT € um corante catidnico metacromatico, que apresenta afinidade por substratos
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anidnicos, com a capacidade de revelar a presenca dessas cargas no citoplasma e na
parede celular.

A coloragdo com azul de toluidina foi utilizada para a andlise da morfologia
interna da semente inteira, em cortes longitudinais e transversais, nos quais foram
verificados padrdo semelhante de coloracdo em toda extensdo da semente de mandacaru
(Figuras 1 e 2). Observou-se que tanto as células dos cotilédones como as do eixo
hipocétilo-radicula apresentavam também paredes finas, ndo havendo distin¢do entre os
dois tecidos (Figura 1 A, B, G e H). Todavia, foram detectadas diferencas no formato
das células cotiledonares e do eixo hipocétilo-radicula (Figural G e H).

Nas figuras 1A e 1B, pode-se observar o formato da semente de mandacaru e as
diferencas existentes entre as estruturas: cotilédones e eixo hipocdtilo-radicula.
Verficou-se também, nos cortes longitudinais, a coloracdo do perisperma, tecido de
reserva remanescente da formacdo das sementes, entre os cotilédones e a regido
hipocétilo-radicula (Figura 1 A, B e C).

Nos cortes da regido cotiledonar foram observadas células mais arredondadas e a
deteccdo de indmeros glébulos translicidos (Figura 1 G), enquanto que na regido do
hipocétilo-radicula, as células apresentavam um formato irregular (Figura 1 H). Nas
regides da extremidade do hipocétilo, que corresponde ao local do inicio do
desenvolvimento e protrusdo da radicula, evidenciou-se a presenca de grande
quantidade de nidcleos corados pelo azul de toluidina (AT), indicando que essa regido
estd em crescimento e em intensa divisao celular (Figura 1 E).

A coloragdo com azul de toluidina também revelou paredes celulares finas das
células cotiledonares de Copaifera langsdorfii e Moringa oleifera, devido a presenca de
pectina, como foi verificado por Galldo; Damasceno; Sousa (2006) e Guerra; Medeiros-

Filho; Galldo (2006), respectivamente.
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Figura 1 - Anadlise estrutural das sementes de mandacaru, coradas com Azul de
Toluidina (AT) a pH 4,0. Secdes transversais das sementes em A, B,C, D e E. Visdo
geral do embrido evidenciando as estruturas: cotilédones e eixo hipocétilo-radicula (A e
B). Regido intermedidria entre o cotilédone e o hipocétilo, com destaque para o
perisperma corado em verde (C). Regido posterior do eixo hipocétilo-radicula,
apresentando resquicio de tegumento (D). Destaque para regido com protrusio da
radicula,apresentando células com intensa divisdo celular (E). Secdo transversal do
embrido aos 7 DAE. Secado transversal das sementes aos 7 DAE, evidenciando células
cotiledonares (G) e regido do eixo hipocétilo-radicula (H). (% Cotilédone, () eixo
hipocétilo-radicula, () perisperma, (+) regido posterior ao eixo hipocoétilo-radicula,
(B )protrusdo da radicula, @ ) embrifo aos 7 DAE, @) parede celular corada em azul.
Barra em A e B corresponde a 250 um, Barra em C, D, E, F corresponde a 100 pum e
em G e H a 50pum.
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Na andlise dos cortes longitudinais das sementes de mandacaru, a coloragdo com
o azul de toluidina (AT) revelou a presenga de paredes celulares finas, coradas em azul,

indicando a presenca de pectina (Figura 2).

Figura 2 — Secdes transversais da semente de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), em
diferentes periodos de germinacdo, coradas com Azul de Toluidina (AT) a pH 4,0.
semente quiescente (A), 2 DAE (B), 4DAE (C) e 6 DAE (D) ( —>) Parede celular
corada em azul, ( * ) corpisculos translicidos. Barra: 25 pm.

O citoplasma dessas células apresentou a presenga de glébulos translicidos, em
grande quantidade, que possivelmente correspondiam aos corpos protéicos ou lipidicos,
ou granulos de amido, que ndo foram corados pelo AT (Figura 2A). Ao longo do tempo

de germinacdo analisado, ndo foram observadas diferencas nas células e na espessura de

sua parede pela coloracdo com AT (Figura 2 A, B, Ce D).
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Na figura 3, pode-se observar secdes transversais das sementes de mandacaru,
nas quais foram verificadas a reacdo de metacromasia do corante azul de toluidina (AT)

com as células do tegumento, pelo fato desse tecido ter se apresentado esverdeado.

Figura 1 — Cortes transversais de sementes de mandacaru com 4 DAE, coradas com
azul de toluidina a pH 4,0. Visao das estruturas das sementes envoltas pelo tegumento

corado em verde (A, B e D). Células do embrido (C). B ) Tegumento, @ ) células do

embrido, (4 parede celular corada em azul Barra: 25 pm.

4.2.2. Descricao morfolégica das sementes

A descricdo morfolégica da semente de mandacaru foi realizada conforme

Beltrati (1995). A andlise mostra que a semente € exalbuminosa, sendo o seu formato
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ligeiramente obovado-obliqua, a testa é rugosa e se localiza na regido lateral do embrido

(Figura 4).

Figura 2 - Sementes de mandacaru vistas na lupa. Semente quiescente recoberta
parcialmente pelo tegumento (A), sementes quiescente desnuda (B), semente quiescente
com tegumento (C), semente apresentando inicio da protrusdo da radicula aos 5 dias
apods a embebicdo (DAE) (D). - ) cotilédone, (mmmp ) cixo hipocétilo-radicula,( ¢ )
vestigio do tegumento, ( A ) inicio da protrusdo da radicula. Barra corresponde a

aproximadamente 1 cm, aumento € de aproximadamente 20 x.

As sementes sdo camildtropas, exotestais, bitegumentadas, endospérmicas e com
embrido bem desenvolvido. O embrido é periférico, cilindrico e grande, ocupando quase
todo o espaco da semente, sendo em parte, contiguo a testa e freqiientemente curvados,

os cotilédones sdo plano-convexos estreitos e expandidos (Figuras 4).



71

4.2.3. Descricao dos estadios de desenvolvimento das sementes

Durante o periodo de avaliagdo da germinagdo das sementes de mandacaru
foram caracterizados 7 estddios de desenvolvimento, baseando-se em diferencas
morfoldgicas observadas nos periodos de germinagdo avaliados (Figura 5).

O estadio 0 (EO) corresponde as sementes quiescentes, ou seja, que ndo foram
expostas a embebicdo e ainda nio absorveram dgua. Como resultado da absorcdo de
dgua das sementes, estas se tornaram intumescidas sem apresentar vestigios da
protrusdo da radicula, atingindo o estddio I (EI), que é a semente com 2 DAE (dias apds
a embebigdo). O estddio II corresponde ao inicio da abertura do opérculo, que € a regido
por onde sai a radicula, e da protrusdo da radicula, sendo esse estidio alcancado por
volta dos 4 DAE. Com a absorcdo da dgua e a retomada da reativacido do metabolismo
das sementes, ocorre a protrusdo total da radicula a partir dos 5 DAE, correspondendo
ao estadio III. Com a continuacdo do crescimento do embrido e o inicio de sua saida do
tegumento, este apresenta o hipoc6tilo com aspecto curvado aos 6 DAE, estabelecendo-
se o estdidio de desenvolvimento IV. Dando continuidade ao processo de
desenvolvimento da plantula, esta completa a sua saida do tegumento, liberando os
cotilédones e dispondo o hipocétilo numa condigdo totalmente ereta, definindo o estadio
de desenvolvimento V, entre 8 ° e 10 °DAE.

A andlise dos estddios de desenvolvimento das sementes de mandacaru foi
realizada até o 12 ° DAE, no qual se definiu o estddio de desenvolvimento VI, que se
caracteriza pelo inicio do surgimento de um tufo de espinhos entre os cotilédones e a
sua condicdo totalmente esverdeada pela presenga de clorofila. Pode-se observar

também na Figura 5, o aspecto da plantula de mandacaru aos 60 DAE.
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Figura 3 — Estddios de desenvolvimento das sementes de mandacaru (Cereus jamacaru

D.C) durante o seu processo germinativo e desenvolvimento inicial das plantulas.

Desenhos realizados por Raimundo Wesley, Fortaleza-CE, 2008. Escala 1:1 cm.

Anderson (2001) descreve, em seu livro Cactus Family, que uma semente

madura de cactdcea contém um embrido marcadamente curvado que € envolvido por um

tecido nutritivo. Apds a germinagdo, a semente produz uma pequena plantula, com o

eixo hipocétilo-radicula suculento e duas folhas triangulares provenientes do embrido,

que sdo origindrias do cotilédone. Muitos meses sdo requeridos para a plantula

desenvolver um corpo cilindrico com brotagdes espinhosas.
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4.2.4. Determinacao da matéria seca dos cotilédones e do eixo hipocétilo-radicula

das sementes de mandacaru durante o seu processo germinativo

O resumo da andlise de varidncia dos valores médios da matéria seca dos
cotilédones (MSC) e do eixo hipocétilo-radicula (MSHR) estd apresentado na tabela 10,
mostrando mudancas significativas nessas variaveis pelo Teste F (p <0,01).

Tabela 10 — Resumo da andlise de variincia para as médias de matéria seca cotilédone

(MSC) e hipocétilo (MSH), ao longo do processo germinativo.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variacdo gl MSC MSHR
Dias apds embebicao 6 0,1596%* 0,20427%*
Regressdo Linear 1 0,7863** 0,4600%**
Regressdao Quadratica 1 0,0753%** 0,1014%**
Regressdo Cubica 1 0,00156™ 0,0051™
Desvios de Regressao 3 0,03154** 0,2195%*
Residuo 21 0,03287 0,0042
C.V(%) 9,39 5,85

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

As mudangcas na MSC e MSH, durante a germinagdo, seguiram o
comportamento quadritico, sendo que para os cotilédones houve tendéncia a reducio,

enquanto para o hipocétilo foi observado incremento (Figura 6).
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Figura 4 — Matéria seca dos cotilédones e eixo hipocétilo-radicula das sementes de

mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), ao longo do seu processo germinativo.
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Analisando-se a MSC, observou-se decréscimo desse parametro a partir do 4
°DAE, sendo verificado no ultimo tempo analisado reducdo de 59,00% em relagcdo a
semente no estado quiescente, enquanto que no eixo hipocotilo-radicula houve acimulo
de matéria seca no eixo. Resultados semelhantes foram observados em Caesalpinia
peltophoroides, que observaram declinio significativo da MSC apés o 5 °DAE, por
outro lado, a plantula apresentou incremento crescente da biomassa tanto da parte aérea

quanto da raiz da plantula (CORTE et al., 2006).

4.2.5. Analise da mobilizacao das reservas das sementes de mandacaru durante

seu processo germinativo

4.2.5.1. Composicao das sementes de mandacaru

A composi¢do quimica das sementes de mandacaru pode ser observada na tabela
11. Observa-se que os principais componentes das sementes quiescentes de mandacaru
sao os lipidios, correspondendo a 54,50% e 61,70% da massa seca dos cotilédones e do
eixo-hipocdétilo radicula, respectivamente.

Tabela 11 — Composi¢do centesimal dos componentes, cotilédones e eixo hipocotilo-

radicula, das sementes quiescentes de mandacaru.

Componentes do

Componentes do eixo hipocadtilo-
cotilédone % de matéria seca * radicula % de matéria seca*
Lipidios 54,50 Lipidios 61,70
Acticares soluveis 1,8 Actcares soluveis 1,8
Amido 0,33 Amido 0,40
Proteinas 39,51 Proteinas 30,12
N-aminossoliveis 0,53 N-aminossoliveis 0,39
Outras substancias 3,53 Outras substancias 5,59

*Valores percentuais da matéria seca, dos cotilédones e hipocétilos, da semente quiescente.
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4.2.5.2. Mobilizacao das reservas lipidicas

Os teores de lipidios diferiram significativamente nos tempos de germinacdo
avaliados, o que pode ser observado no resumo da andlise de variancia na Tabela 12.

Tabela 12 — Resumo da andlise de varidncia das médias dos teores de lipidios dos

cotilédones (LC) e hipocétilo (LH), ao longo do processo germinativo.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variagdo gl MSC MSH
Dias apds embebigdo 6 63881,70** 270079,48**
Regressdo linear 1 215344,87** 842141,04 **
Regressdo quadratica 1 64174,63** 55945,41%*
Regressao cubica 1 33888,01%** 220150,82**
Desvios de regressao 3 23294,25%%* 167413,12%*
Residuo 21 2034,05 1856,75
C.V(%) 13,41 5,85

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo Teste F.

Nos cotilédones, os teores lipidicos apresentaram um comportamento ctbico
(Figura 7), observando-se maior incremento aos 4 DAE (32,53 %), acompanhado de
reducdo nos tempos posteriores de germinagdo e atingindo aos 12 DAE 65,54% dos
teores de lipidios dos cotilédones das sementes quiescentes. Enquanto que para o eixo
hipocétilo-radicula (Figura 7), os teores de lipidios se mantiveram inalterados até o 5
°DAE, apresentando uma leve redugdo no 6 ° DAE (18,66 %) e um acentuado
incremento no 8 °DAE (135,00 %). Até o 6 °DAE, os teores de lipidios nos cotilédones
e no eixo hipocétilo-radicula foram praticamente os mesmos, por outro lado, houve
incremento acentuado, aos 8 e 12 DAE, nesses teores no eixo hipocétilo-radicula,
sugerindo que outras substiancias, como pigmentos, podem ter sido extraidos desses

tecidos.
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Figura 5 — Médias dos teores lipidicos dos cotilédones (A) e hipocétilos (B) das

sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), ao longo do processo germinativo.

Em conformidade ao presente estudo, os lipidios também sdo os principais
compostos de reserva das sementes de amendoim-bravo, Euphorbia heterophylla,
correspondendo a 60 % da sua matéria seca (SUDA; GIORGINI, 2000), sendo que a
sua degradacido se inicia logo apds a embebigdo das sementes, atingindo 70 %, entre 72
e 96 horas. A mobilizacdo de reservas de sementes ricas em lipidios, como as
oleaginosas, geralmente ocorre com a emergéncia da radicula, sendo o lipidio
convertido em amido e agucares soltveis, que se tornam fonte de recursos primarios
durante o crescimento heterotréfico (PONTES er al., 2002). Lima et al., (2008)
avaliando a germinacdo de pau-balsa, Aniba rosaeodora Ducke, observaram um
decréscimo de 40 % nos teores de lipidios entre o primeiro estdgio (0 cm) e o ultimo
estdgio (5-7 cm), apds a protrusao da radicula.

Considerando-se o alto percentual de lipidios nas sementes de Cereus jamacaru
D.C., a sua importincia como fonte de energia no processo de mobilizacdo de suas
reservas, sugere-se que essa seja uma caracteristica adaptativa dessa cacticea, que

permite o estabelecimento de suas plantulas mesmo em ambientes pouco iluminados.
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Relacionado a isso, Kitajima (1996) ressalta que os altos teores lipidicos nas sementes
de algumas espécies devem indicar uma selecdo compensatdria (maior energia/
volume), a medida que as sementes mais leves sdo fortemente selecionadas, por
exemplo, para melhor dispersdo.

Em concordancia com as andlises bioquimicas, a coloragdo com Sudan IV, que
corresponde a um método citoquimico que detecta a presenca de lipidios, também
mostrou mudangas no contetido de lipidios nas células das sementes de mandacaru, ao
longo do processo germinativo (Figura 8). Inicialmente, observou-se na semente
quiescente (EQ) a presenca de intimeros glébulos vermelhos corados no citoplasma
dessas células, indicando a presenga de corpos lipidicos. Por outro lado, ao longo do
processo germinativo, verificou-se a reducdo do nimero desses corpos lipidicos,
principalmente apds a protrusdo da radicula (6 dias apds a embebig¢do), indicando que
essa substancia foi mobilizada durante a germinacio dessas sementes.

Em seus estudos com Avenna sativa, Banas et al. (2007) verificaram o actimulo
de corpos lipidicos no endosperma desses grios, sugerindo que estes sdo acumulados
durante a sua formagdo e desenvolvimento e correspondem a principal reserva existente
nessas células. De forma semelhante, as analises histoquimicas realizadas por Suda e
Giorgini (2000) em amendoim-bravo (E.heterophylla) mostraram que o endosperma é
rico em corpos lipidicos e que sua morfologia foi modificada apds a embebicdo das

sementes, seguido de gradual desaparecimento durante a germinagdo das sementes.
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Figura 6 — Cortes transversais das sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.)
coradas com Sudan IV. Sementes quiescentes (A), sementes com 5 dias apds embebicdo
(B), periodo coincidente com a protrusdo da radicula. (= ) Corpos lipidicos. Barra:

25 um.

4.2.5.3. Mobilizacao de carboidratos

4.2.5.3.1.Mobilizacao de acicares soliveis, redutores e nao-redutores

Os carboidratos se constituiram em um dos componentes menos representativos
encontrados nas sementes de mandacaru, correspondendo a apenas 2,20 % da sua
massa, distribuidas em 1,8 % de acticares soluveis (1,58 % de agucares redutores e 0,22

% de acucares nao-redutores) e 0,33% de amido, nos cotilédones (Tabela 11).
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Os teores de acucares soldveis, acucares redutores e acuicares ndo-redutores
apresentaram mudangas significativas, ao nivel de 1% de probabilidade, podendo ser

observado no resumo da andlise de varidncia da Tabela 13.

Tabela 13 — Resumo da andlise de varidncia das médias dos acticares soliveis (AS),
acucares redutores (AR) e acucares ndo-redutores (ANR) dos cotilédones (C) e
hipocétilos (H), das sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), nos diferentes

periodos de germinagdo avaliados.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variacdo gl ASC ARC ANRC
Dias apds embebigao 6 782,15%* 10,47 ** 923,52%*
Regressio linear 1 2038,22%%* 6,45" 2273,56%*
Regressdo quadratica 1 38,54 ™ 0,27" 4536"
Regressio cubica 1 431™ 13,32% 32,85™
Desvios de regressao 3 870,62 ** 14,25%* 1063,11**
Residuo 21 17,85 2,89 13,97
C.V(%) 14,65 16,10 20,42
Q.M (caracteristica)
Fonte de variagdo gl ASH ARH ANRH
Dias ap6s embebicao 6 448 22%* 69,03 ** 270,03%*
Regressao linear 1 1567,06%* 347,53%* 438,40%*
Regressao quadratica 1 456,52%%* 23,77* 688,58%*
Regressao cuibica 1 23,07™ 25,34% 0,055™
Desvios de regressao 3 214,22%* 5,85"™ 164,38
Residuo 21 14,32 2,38 11,50
C.V(%) 11,89 18,78 14,36

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. * Significativo ao nivel de 5% de

probabilidade. ™ Nio significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, pelo teste F.

As mudangas nos teores de acticares soliveis, nos cotilédones, mostraram uma
tendéncia linear, apesar de alguns pontos ndo terem se ajustado ao modelo, enquanto
que no hipocétilo, os teores de acglicares soliveis seguiram um comportamento
quadrético (Figura 9). Entretanto, ambos os tecidos, apresentaram a mesma tendéncia de

mobilizacdo dessas reservas no periodo de germinacao avaliado.
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Analisando-os individualmente os teores de acticares soldveis, verificou-se nos
cotilédones, um incremento de 199,60 % no 2° DAE, seguido de uma leve reducéo aos
4° e 5 °DAE, e um aumento acentuado no 8 °DAE de 276,50 %. No eixo hipocétilo-
radicula os incrementos foram de 153,54 % (2 °DAE) e 173,79 % (8 °DAE), que
correspondeu ao maior incremento.

Com relagdo a mobilizacdo dos agucares redutores, estes apresentaram um
comportamento linear, para os cotilédones, e ctibico para o hipocétilo (Figura 9). Para
os cotilédones, os teores dos agtcares redutores apresentaram um incremento de 13,67%
aos 6 DAE acompanhado de reduc¢do de 33,00% aos 8 DAE. Enquanto que para o eixo
hipocétilo-radicula, observou-se incremento a partir dos 5 DAE (38,22 %), sendo
mantida essa mesma tendéncia até o 12 °DAE com incremento de 199,16 %.

Os teores de acucares ndo-redutores apresentaram sua mobilizacdo com
comportamento semelhante aos acgucares soliveis. Entretanto nos cotilédones,
observou-se um comportamento linear, enquanto que o hipocétilo apresentou um
comportamento cubico (Figura 9).

Alguns autores tém discutido que a mobilizagdo dos carboidratos, dependendo
da espécie, pode ocorrer durante a germinagdo ou apenas no estddio de plantula
(PONTES et al., 2002; BUCKERIDGE et al., 2004). Relacionado a isso, Stone ¢
Gifford (1999) observaram decréscimo de 80 % dos carboidratos armazenados no
megagametdfito de Pinus taeda durante a germinagdo e no estadio de plantula.

Os resultados aqui observados foram semelhantes aos obtidos por Bezerra et al.
(2003), que observaram durante a mobiliza¢do de Vigna unguiculata (L.) Walp, um
decréscimo nos teores de amido nos cotilédones, sendo observado no presente estudo

comportamento semelhante para os teores de amido (Figura 10), acompanhado de um
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aumento, tanto dos agtcares soldveis totais quanto dos actcares redutores, nos eixos

embriondrios, o que também foi verificado para as sementes de mandacaru (Figura 9)

4.2.5.3.2. Mobilizacao de amido

O amido também foi mobilizado durante a germinacdo das sementes de
mandacaru, apesar dessa substancia ter correspondido a apenas 0,33 % do contetddo da
matéria seca das sementes, no estado quiescente. O resumo da andlise de variincia das
médias dos teores de amido pode ser observado na tabela 14, onde foram verificadas

mudangas significativas nesses teores, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

Tabela 14 — Resumo da analise de variincia dos teores de amido do cotilédone (TAC) e

do eixo hipocétilo-radicula (TAEH), nos diferentes tempos de germinacdo avaliados.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variacdo gl TAC TAEH
Dias apdés embebicao 6 106,42%* 74,15%*
Regressdo linear 1 456,89%* 57,56%*
Regressdo quadritica 1 56,87%* 228,92%*
Regressao cubica 1 61,25%* 1,83%%
Desvios de regressao 3 21,16%* 52,19%*
Residuo 21 4,18 3,38
C.V(%) 24,10 22,30

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Nos cotilédones, os teores de amido (Figura 10), seguiram o comportamento de
uma equacgdo polinomial cuibica, apresentando a tendéncia ao aumento até o 8§ °DAE
seguido de redugdo no 12 °DAE. Enquanto que no hipocétilo, os teores de amido se
ajustaram a uma equacdo polinomial quadritica, observando-se reducio significativa a

partir do 8 °DAE.
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Figura 8 — Teores de amido dos cotilédones (A) e eixo hipocétilo-radicula (B), ao

longo dos diferentes periodos de germinacao avaliados.

E interessante salientar que os incrementos nos teores de agiicares e amido, a
partir dos 8° e 10 °DAE, podem estar relacionados ndo apenas aos agucares
provenientes da mobilizacdo das reservas, como também a produtos da fotossintese,
tendo em vista que nesse periodo as plantulas ja se apresentam clorofiladas.

O conteido de amido correspondeu a pequena parcela dos componentes das
sementes de Cereus jamacaru D.C., o que também foi observado em Cesalpinea
peltophoroides (CORTE et al., 2006) e Euphorbia heterophylla (SUDA; GIORGINI,
2000).

A presenca de amido e sua mobilizacdo também foram evidenciadas pelas
andlises citoquimicas realizadas nas sementes de mandacaru, no estado quiescente e ao
longo da germinagdo. As mudancas nos contetidos de amido foram evidenciadas pela
reacdo de PAS e de Lugol, que podem ser observadas na figura 11.

A reacdo do PAS (Figura 11), utilizando o reagente de Schiff, evidenciou

paredes celulares das células cotiledonares, devido sua afinidade por polissacarideos

neutros, revelando a presenca de celulose e hemicelulose, entretanto essas paredes se

Amido
(mg/ g de MS)
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mostraram coradas da mesma forma nos diferentes tempos de germinacdo analisados,
ndo sendo observadas alteracdes na sua espessura pela coloracdo com PAS.

A partir do periodo coincidente com a protrusdo da radicula (5 DAE), foi
observado a presenga de granulos escuros que reagiram positivamente com o Reativo de
Schiff, correspondendo a amido no citoplasma dessas células, sendo a deteccdo desses
granulos mais abundantes aos 6 DAE. A presenca de amido, no citoplasma das células
de mandacaru, foi confirmada pela reacdo positiva com o lugol, verificada

principalmente ap6s a protrusdo da radicula (Figura 11).

Figura 9 — Secdes transversais da semente de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.) em
diferentes periodos de germinacdo. Sementes coradas pela Reagdo com PAS: sem
embebicdo (A), aos 5 dias apés a embebi¢do DAE (C), aos 6 DAE (D) e aos 7 DAE
(F). Sementes coradas com Lugol: semente sem embebicio (B) e aos 5 (DAE) (E).

(=—> ) Destaque da parede celular, ( ») Granulos de amido. Barra: 25 um.
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O amido € uma das mais importantes formas de reserva de carbono nas plantas,
em termos de quantidade, universalidade de sua distribui¢do e importancia comercial
(BUCKERIDGE et al., 2004). Teixeira e Machado (2008) estudando a localizagdo das
reservas de Caesalpinia echinata e Caesalpinia ferreae observaram que o amido
corresponde a principal reserva que se acumula nas células dos tecidos de reserva dessas

espécies.

4.2.5.4. Mobilizacao das reservas protéicas

4.2.5.4.1. Analise por métodos bioquimicos

As proteinas de estocagem, classificadas por Osborne (1924) de acordo com sua
solubilidade em albuminas (soldveis em dgua), globulinas (soliveis em solucdo salina),
prolaminas (soldveis em dlcool) e glutelinas (soliveis em acido ou solucdo alcalina),
foram analisadas nas sementes e plantulas de mandacaru.

O resumo da andlise de variancia dos teores médios de albuminas, globulinas e
prolaminas, em que mudangas significativas nesses teores, ao nivel de 1% de
probabilidade, pelo Teste F, podem ser observados na Tabela 15.

Os teores de albuminas, nos cotilédones e eixo hipocétilo-radicula, seguiram o
comportamento de uma equagdo polinomial de 3° grau (Figura 12). Observando-se um
incremento de 52,20% aos 2 DAE, nos cotilédones, sendo acompanhado de reducédo
acentuada de 95,00% a partir do 8 °DAE de, em relacdo ao observado nas sementes
quiescentes. J4 para o eixo hipocétilo-radicula, os teores de albuminas foram bem
menores que no cotilédone, apresentando redugdes significativas 75,00 % (8 “DAE) e

de 88% (12 ° DAE), quando comparados as sementes quiescentes (Figura 12).
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Tabela 15 — Resumo da andlise de varidncia das médias dos teores de albuminas (TA),
globulinas (TG) e prolaminas (TP) das estruturas, cotilédones (C) e hipocétilos (H), das
sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), ao longo do periodo de germinagio

avaliados.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variacdo gl TAC TGC TPC
Dias ap6s embebicio 6 10354,20%** 1455,95 ** 4,39 **
Regressao linear 1 35612,65%* 5781,35%* 13,32%*
Regressdo quadratica 1 6555,18%* 424 ,93** 0,03™
Regressao cubica 1 14673,08%** 1740,10%* 0,33™
Desvios de regressao 3 1761,43%* 263,10%* 4,20™
Residuo 21 79,97 26,58 1,61
C.V(%) 11,61 15,79 25,62
Q.M (caracteristica)
Fonte de variacdo gl TAH TGH TPH
Dias ap6s embebicio 6 561,04%* 712,62 ** 1,25 **
Regressao linear 1 2030,77%: 2310,08°% 0,20™
Regressdo quadritica 1 495,01%* 546,80%* 3,79%*
Regressdo cubica 1 308,01%* 1023,98** 0,50%
Desvios de regressdo 3 177,49%* 131,62%* 0,100*
Residuo 21 3,13 8,85 0,086
C.V(%) 7,97 12,03 5,18

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. *Significativo ao nivel de 5% de

probabilidade. ™ Nio significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, pelo Teste F.
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Os teores de globulinas, nos cotilédones, seguiram um comportamento cubico,
sofrendo redugdes significativas de 30,00%, a partir do 6 °DAE, sendo esta mais
acentuada a partir do 8 °DAE, com reducdo de 82,53% desses teores em relagdo a
semente quiescente. Da mesma forma para o eixo hipocétilo-radicula, esses teores
também seguiram um comportamento ctibico, apresentando incremento de 45,53% aos
4 DAE, seguido de reducao significativa de 73,94 % aos 8 DAE, com relacdo a semente
quiescente (Figura 12).

Os teores de prolaminas seguiram um comportamento linear, nos cotilédones,
enquanto que no eixo hipocétilo-radicula, esses teores mostraram um comportamento
quadritico (Figura 12). Os teores de prolaminas apresentaram incrementos
significativos ao longo do tempo de germinagio avaliados, nos cotilédones e no eixo, no
entanto, seus niveis foram pouco representativos quando comparados com os das outras
fragdes protéicas analisadas.

Os teores de glutelinas, proteinas totais e de N-aminosséliuveis sofreram
mudangas significativas, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo Teste F, como pode ser
observado no resumo da andlise de varidncia das médias desses valores na tabela 16.

Os teores de glutelinas, nos cotilédones, apresentaram um comportamento linear,
0 que pode ser observado na Figura 13, sendo evidenciado reducdo de 15,00% a partir
dos 2 DAE, mantendo essa tendéncia até o 12 °DAE com redugdo de 74,00%, em
relacdo a semente no estado quiescente. Enquanto que para o eixo hipocétilo-radicula,
os teores de glutelinas apresentaram comportamento cubico, evidenciando-se redugado a
partir do 4 °DAE (30,00%), seguido de reducdo aos 6 DAE (62,33 %) e aos 12 DAE

(85,02 %), quando comparado esses teores aos das sementes quiescentes.
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Tabela 16 — Resumo da andlise de variancia das médias dos teores de glutelinas (TG),

proteinas totais (PT) e N-aminossoliveis (TN) das estruturas, cotilédones (C) e

hipocétilos (H), das sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.), ao longo do

periodo de germinag@o avaliados.

Q.M (caracteristica)

Fonte de variacdo gl TGC TPTC TNC
Dias ap6s embebicdo 6 4993,30 ** 46982,38 ** 191,29 **
Regressdo linear 1 28687,53%* 189191,37%** 1008,67%**
Regressdo quadratica 1 15,25™ 23954,91%* 0,0294"
Regressao cibica 1 30,93"™ 31682,32%* 97,62%*
Desvios de regressao 3 408,70™ 12355,27* 13,81*
Residuo 21 228,15 3846,19 2,05
C.V(%) 15,42 27,76 13,18
Q.M (caracteristica)
Fonte de variacdo gl TGH TPTH TNH
Dias apds embebicio 6 10265, 24** 20901,70 ** 233,52 **
Regressao linear 1 55348,95%* 108142,10%* 1051,21%*
Regressdo quadratica 1 32,05™ 1756,92°% 103,53%:
Regressdo cubica 1 2264,31+* 9573,66%* 92,13%%*
Desvios de regressao 3 1315,38%* 1979,16** 51,42%*
Residuo 21 145,62 131,50 2,31
C.V(%) 12,39 7,65 12,34

**Significativo ao nivel de 1% de probabilidade. *Significativo ao nivel de 5% de

probabilidade. ™ Nio significativo ao nivel de 1 e 5% de probabilidade, pelo Teste F.
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Figura 11 — Médias dos teores de glutelinas, proteinas totais e N-aminossoliveis, dos

cotilédones e hipocétilos, das sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.),

analisados ao longo do processo germinativo.
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As glutelinas e as albuminas foram as principais proteinas de reserva das
sementes de mandacaru, correspondendo a 52,84 % e 30,02 %, respectivamente, dos
valores das proteinas totais das sementes quiescentes. Dessa forma, esses grupos de
proteinas foram os que mais contribuiram para o incremento de N-aminossoluiveis, tanto
em cotilédones como no eixo embriondrio.

As globulinas e prolaminas também foram detectadas nas sementes de
mandacaru no estado quiescente, correspondendo a 15,00 e 1,44 % dos valores das
proteinas totais das sementes quiescentes, respectivamente.

Os teores de proteinas totais, calculados pelas somas das fragdes protéicas,
seguiram um comportamento cubico, determinado pela andlise de regressdo, nos
cotilédones e hipocoétilos (Figura 13). Os teores de proteinas totais, como o das fracdes
protéicas, também foram significantemente reduzidos nos diferentes tempos de
germinagdo avaliados. Nos cotilédones, as reducde mais acentuadas foram observadas
nos 8 ° DAE (65,97%) e 12 °DAE (80,73%). No eixo hipocétilo-radicula também foi
observada tendéncia a reducdo, iniciando-se aos 6 DAE (30,00%) e sendo esta mais
acentuada aos 12 DAE (85,02%).

Os teores de N-aminossoldveis apresentaram o comportamento ctibico, tanto nos
cotilédones com no eixo hipocétilo-radicula (Figura 13). O aumento dos niveis de N-
aminossoliveis, a medida que os niveis de proteinas se reduzem, € resultado do produto
de degradacdo das reservas protéicas, indicando que essas foram mobilizadas durante a
germinagdo das sementes de mandacaru, especialmente nos ultimos periodos de
germinagdo avaliados.

Resultados concordantes foram observados em sementes de pau-balsa (Aniba
rosaedora Duke), em que os niveis de proteinas foram ligeiramente modificados

durante a germinagdo das sementes, sendo as maiores modificagdes observadas no
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estdgio mais tardio de germinacdo (LIMA et al., 2008). Pontes et al. (2002) observaram
que no embrido, os teores protéicos ndo diferiram estatisticamente, durante a
embebicdo das sementes, por outro lado houve acimulo no mesmo periodo.

As diferengas, nos padrdes de mobilizacdo de reservas observados por diversos
autores, podem estar relacionadas aos resultados obtidos por Suda e Giorgini (2000),
que constataram padrdes varidveis de degradac@o nas diferentes fragdes protéicas em
sementes de Euphorbia heterophylla. Esses mesmos autores observaram que a
degradacdo das globulinas é concomitante a0 aumento nos niveis de aminoacidos no
endosperma, enquanto que a degradacdo de albuminas nio tem esse comportamento, o
que comprova a existéncia de padrdes varidveis de mobilizacdo dos diferentes grupos
protéicos.

Durante a germinacdo, a hidrdlise enzimdtica das proteinas de estocagem no
endosperma forma um reservatério de pequenos peptideos e aminodcidos, que sdo
translocados para suprir o nitrogénio orgénico para o crescimento da plantula. Essas
proteinas de reserva estdo envolvidas no metabolismo dos carboidratos e aminoacidos
constituindo cerca de 25,00% das proteinas totais extraidas das sementes em

germinacgdo (Fu et al., 2005).

4.2.5.4.2. Analise eletroforética das fracées protéicas

A andlise das fracdes protéicas por eletroforese, em presenga de SDS, dos
cotilédones e do eixo hipocdétilo-radicula, apresenta mudancas no padrio das proteinas e
na sua mobilizacdo durante o periodo de germinagdo avaliado. A resolucdo das fracdes

protéicas das sementes quiescentes e germinadas, por PAGE-SDS, sob condicdes
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desnaturantes, apresentou bandas protéicas de peso molecular variando de 14,2 kDa a
66,0 kDa.

O padrio eletroforético das fragdes protéicas: albuminas, globulinas, prolaminas
e glutelinas, das sementes quiescentes pode ser observado na Figura 14. Observa-se no
gel o maior coramento, das bandas protéicas pelo Comassie, das fragcdes albuminas e
glutelinas, resultados que coincidiram com as andlises espectrofotométricas, nas quais
essas fracdes apresentaram maior conteido de proteina (Figura 12 e 13).

As fragdes protéicas das albuminas, no gel das sementes quiescentes revelaram
um padrdo composto por trés bandas com pesos moleculares de 30 kDa, 35 kDa e 37
kDa, um grupo de proteinas, com peso molecular de aproximadamente 24 kDa e um
grupo principal composto por proteinas de baixo peso molecular, de aproximadamente
15 kDa. As outras fracdes protéicas apresentaram padrdo semelhante ao observado ao
das fracdes albuminas (Figura 14).

Alb Glob Pre Ghn M (kDa)
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Figura 12 — Padrdes eletroforéticos das fragdes protéicas albuminas (Alb), globulinas
(Glob), prolaminas (Pro), glutelinas (Glu), sob condicdes desnaturantes (SDS-PAGE),

das sementes quiescentes (Cereus jamacaru D.C.). Padrdes protéicos (M).
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O padrao eletroforético das albuminas, ao longo dos diferentes dias de
germinagdo avaliados (0 aos 12 DAE), apresentou redugdo da intensidade das bandas
protéicas, especialmente nos dltimos dias de germinacdo, porém evidenciou-se 0 mesmo

padrio eletroforético obtido para a semente quiescente (Figura 15).
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Figura 13 — Mudangas nos padrdes eletroforéticos das albuminas, em cotilédones e

o

i
i

hipocétilos, sob condicdes desnaturantes (SDS-PAGE), durante a germinacdo de

sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.). Padrdes protéicos (M).

Com relag@o as globulinas, evidenciou-se trés principais bandas com 26, 29 e 36
kDa no extrato da semente quiescente (Figura 16). Observou-se também nesse gel, o
aparecimento de um grupo de proteinas entre 21 e 23 kDa, aproximadamente, nos 4° e 5
° DAE, seguido do seu desaparecimento a partir do 6 °DAE.

O padrio eletroforético das prolaminas (Figura 17), nos cotilédones, apresentou
tr€s grupos de proteinas com bandas bem definidas, sendo um grupo com peso
molecular mais elevado de 58 kDA, 61 kDa e 66 kDa e outro com peso intermediario de
29, 31 e 34 kDa. Entretanto, observou-se padrido similar das bandas protéicas nos

diferentes periodos de germinacio avaliados.
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Figura 14 — Mudangas nos padrdes eletroforéticos das globulinas, em cotilédones e

hipocétilos, sob condicdes desnaturantes (SDS-PAGE), durante a germinacdo de

sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.). Padrdes protéicos (M).
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Figura 15 — Mudangas nos padrdes eletroforéticos das prolaminas, em cotilédones e

hipocétilos, sob condicdes desnaturantes (SDS-PAGE), durante a germinacdo de

sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.). Padrdes protéicos (M).
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O padrio eletroforético das glutelinas revelou grupos de proteinas, com pesos
moleculares de aproximadamente 15, 23 e 36 kDa, que ndo se apresentavam como
bandas bem definidas (Figura 18). Pode também ser observada para as fracdes das

glutelinas, redugdo das bandas protéicas, ao longo do periodo de germinacio avaliado.
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Figura 16 — Mudancas nos padrdes eletroforéticos das glutelinas, em cotilédones e
hipocétilos, sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), durante a germinacdo de

sementes de mandacaru (Cereus jamacaru D.C.)

Os padrdes eletroforéticos dos extratos protéicos, do eixo hipocétilo-radicula,
apresentaram semelhancas com os padrdes dos extratos cotiledonares, tanto nas
sementes quiescentes como durante a germinagdo. As albuminas apresentaram um
padrio ndo muito definido, sendo as principais bandas identificadas com peso molecular
de 15, 21 e 35 kDa. Por outro lado, as globulinas apresentaram bandas bem definidas,
na semente no estado quiescente, mostrando o surgimento de novas bandas aos 4 DAE,
seguido de reducdo a partir do 6°DAE. Para as prolaminas foram observados dois
grupos principais, correspondendo a 33 e 37 kDa, e um outro formado por um grupo
com 23 e 16 kDa aproximadamente. Enquanto que para as glutelinas as principais

bandas apresentavam pesos moleculares de 19 e 32 kDa ( Figuras 15, 16, 17 e 18).
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Concordando com o presente experimento, Suda e Giorgini (2000) observaram
padroes diferentes de mobiliza¢do para as albuminas, globulinas e as glutelinas e as
prolaminas. Neste estudo, as albuminas apresentaram predomindncia de proteinas de
baixo peso molecular, que foram completamente degradadas entre 28 e 36 horas, as
globulinas foram continuamente degradadas até 48 e o grupo das proteinas insoliiveis

em sal (prolaminas e glutelinas) também apresentaram tendéncia a mobilizacao.

4.2.5.4.3. Analise por métodos citoquimicos

As andlises citoquimicas para deteccdo de proteinas, pelo método Xylidine
Ponceau (XP), em conformidade com as andlises bioquimicas, também detectaram a
presenga de proteinas nas células dos tecidos de reserva, das sementes de mandacaru,
bem como mudangas nas reservas protéicas durante o tempo de germinacdo avaliado.

O Xylidine Ponceau (XP) revelou grande quantidade de material protéico no
citoplasma das células analisadas (Figura 19). A coloragdo com XP mostrou a presenga
de indmeros glébulos corados em vermelho na semente de mandacaru, representando
grande quantidade de corpos protéicos nos tempos de germinagado estudados.

A medida que se progrediu o processo germinativo, especificamente a partir da
protrusdo da radicula, pode-se verificar a reducdo do nimero de corpos protéicos,
devido a sua fusdo, indicando o consumo dessa reserva durante a germinacdo (Figura
19). Apés a protrusio da radicula (6 DAE), observou-se em algumas células a presenca
de estruturas globulares que preenchem quase todo o seu citoplasma, devido a fusdo
dos corpos protéicos, podendo-se verificar também a fragmentacdo dos corpos protéicos
e a inexisténcia de coloracdo por XP, em outras células, indicando o consumo total

dessas reservas.
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Figura 17 — Cortes transversais de sementes de mandacaru Cereus jamacaru D.C.
coradas com Xylidine Ponceau. Sementes quiescentes (A), 2 dias ap6s a embebicdo
(DAE) (B), 4 DAE (C), 6 DAE (D), Regido cotiledonar e eixo hipocétilo-radicula aos
7 DAE (E e F). (—>) material protéico. Barra 50 pum.
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A degradacdo ou o consumo dos corpos protéicos sugerem a mobilizacdo das
proteinas apds a germinacdo, o que possivelmente se relaciona com o uso dessas
moléculas durante o estabelecimento das plantulas. Resultados semelhantes, a esse
presente estudo, foram observados por Suda e Giorgini (2000) que observaram que as
sementes quiescentes de amendoim-bravo (Euphorbia heterophylla) apresentavam
corpos protéicos em abundancia, que sofreram fusdo protéica a medida que se progrediu
a embebicdo dessas sementes, ocorrendo o seu desaparecimento gradual até 72 h da
embebicao.

A presenga de proteinas, como material de reserva de sementes, também foi
verificada em outras espécies tais como: moringa (GALLAO; DAMASCENO; SOUSA
DE BRITO, 2006), feijao (CORTELAZZO; COUTINHO; GRANIJEIRO, 2005), soja

(CORTELAZZO; VIDAL, 1991), alfafa (KROCHKO; BEWLEY, 2000).
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5. CONCLUSOES

As sementes de mandacaru ndo s@o fotobldsticas positivas, ou seja, nio
requerem a luz para germinar, entretanto na presenca de luz, a germinacdo dessas
sementes € acentuadamente estimulada.

A germina¢do das sementes de mandacaru, como as de outras plantas
tropicais, € incrementada quando expostas a temperaturas mais elevadas, como as de 25
e 35°C, sendo inibidas em temperaturas extremas como 15 e 35°C.

As temperaturas de 25° e 30°C, associadas com a luz branca, correspondem as
condicdes mais indicadas para os testes de germinacdo em laboratério com sementes de
mandacaru, tendo em vista que estes foram os tratamentos que mais estimularam a
germinacdo dessas sementes.

A germinagio e o desenvolvimento das plantulas de mandacaru é caracterizada
por 7 estadios de desenvolvimentos, definidos a partir das mudangas morfoldgicas
sofridas por essa espécie.

As sementes de mandacaru sdo compostas por lipidios, proteinas, agucares
soluveis, actcares redutores e nao-redutores, amido e N-aminossoldveis, sendo que os
seus principais componentes de reserva sdo os lipidios.

As proteinas de reserva das sementes de mandacaru apresentam diferentes
padrdes de degradacdo, que foram confirmadas pelas andlises eletroforéticas, sendo que

as albuminas e globulinas se apresentaram como as fragdes protéicas mais abundantes.
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