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Resumo: Ocotea odorifera € uma espécie nativa da Mata Atlantica, com caracteristicas
recalcitrantes, que se encontra em risco de extingdo devido a sua exploragdo econdémica.
Técnicas baseadas na biotecnologia podem ser utilizadas para o processo de conservagado e
reintroducdo no seu ambiente natural de espécies ameacgadas de extingdo. Dentre as técnicas
biotecnoldgicas, a embriogénese somatica (ES) vem sendo utilizada com bastante sucesso em
programas de melhoramento genético e conservagdo de germoplasma de espécies arboreas.
Contudo, para o estabelecimento de protocolos eficientes de ES s&o necessarios estudos basicos
de fisiologia e bioquimica do desenvolvimento da semente e da germinagdo, para que as
condigbes in vivo possam ser recriadas de forma eficiente in vitro. O objetivo deste trabalho foi
avaliar as variagdes no conteudo enddgeno de aminoacidos, PAs, AlA, ABA e estabelecer
marcadores protéicos durante a germinacao de sementes de O. odorifera. As sementes foram
germinadas em substrato de vermiculita em fotoperiodo de 16h a 27°C. A seguir, coletadas apos
0, 15, 30 e 45 dias de semeadura. Foi observado que: a) o conteido de aminoacidos aumentou
durante o processo germinativo. A asparagina foi observada em maior quantidade e predominou
durante todo o periodo analisado. A metionina e a ornitina, precursores das PAs, e o triptofano,
precursor do AlA, aumentaram ao longo do processo germinativo; b) o conteudo total de PAs
decresceu nos Uultimos 15 dias de avaliagdo. Neste periodo, as poliaminas conjugadas
apresentaram aumento indicando possivel relagao entre conjugacgao e disponibilidade de PAs nas
células; c¢) a relagdo Put/(Spm+Spd) diminui ao final do periodo analisado enquanto no mesmo
periodo a Spm foi a PA livre mais abundante indicando relagdo entre Spm e alongamento celular;
d) O AIA apresentou aumento ao logo do processo germinativo, a0 mesmo tempo em que a queda
no conteudo de ABA pode ser observada; e) o conteudo de proteinas decresceu ao longo do
processo germinativo. Os perfis protéicos diferiram pouco entre os estadios analisados.
Entretanto, foi observada variagao significativa na abundancia (% de volume) em 39 spots, que
foram definidos como marcadores do processo germinativo. Dentre esses spots incluem-se 26
que reduziram e 2 spots que aumentaram suas abundancias ao longo do processo germinativo,
10 que apresentaram tanto aumento quanto diminui¢ao durante o periodo observado e apenas 1
exclusivo da semente madura. Estes resultados abrem perspectivas para a avaliagédo de
parametros fundamentais para a otimizacdo de protocolos de ES e permitram uma maior
compreensdo das variagcbes endogenas dos diferentes compostos citados no processo

germinativo das sementes de O. odorifera.

Palavras-chave: Ocotea odorifera, germinagdo, sementes recalcitrantes, AIA, ABA, PAs,

aminoacidos, proteinas.



Abstract: Ocotea odorifera is a native tree from the Atlantic Forest with recalcitrant features that is
in risk of extinction because its economical exploration. Techniques based on biotechology can be
used for the conservation and reintroduction process of species in risk of extinction in their natural
environment. Between these biotecnologycal techniques, the somatic embryogenesis (SE) have
been used sucessfully in programs of genetic breeding and tree germoplasm conservation.
However, basic studies of physiology and biochymical of the seed development and germination
are necessary for the establishment of efficient protocols of SE. Thus, these condictions in vivo can
be recriated in vitro. The aim of this work was to evaluate the variations in the endogenous content
of amino acids, polyamines, IAA, ABA and protein markers throughout the seed germination of O.
odorifera seeds. The seeds were germinated on vermiculite substrate at 27°C and 16h of
photoperiod and collected after 0, 15, 30 e 45 days of sowing. It was observed that: a) the amino
acids content increased troughout the germination process. Asparagine was the highest content
sighted and prevailed during the period studied. Methionine and ornithine, polyamines precursors,
and tryptophan, IAA precursor, increased troughout germination process; b) the total PAs content
decreased in the last 15 days of evaluation. At the same period, conjugated PAs showed an
increase, indicating a relation between conjugation and avalability of polyamines inside the cells; c)
the Put/(Spm+Spd) relation decreased while the Spm was the most abundant free PA observed at
the end of the period analyzed indicating a relation between Spm and celular elongation; d) IAA
increased during all the process while a decrease of ABA was sigthed; e) protein content
decreased troughout the period observed. The proteic profile didn't change a lot between the
stages. Os perfis protéicos diferiram pouco entre os estadios analisados. Entretanto, foi observada
variagao significativa na abundancia (% de volume) em 39 spots, que foram definidos como
marcadores do processo germinativo. Among them, could be include 26 that decreased and 2 that
decreased its abundances troughout the germinative process, 10 that both increased and
decreased throughout the period analyzed and just 1 exclusive from mature seed. These results
open perspectives to avaliation of fundamentals parameters to optmization of ES protocols and
allow a better comprehension about the edogenous variation of the differents compounds citeds in

the process of O. Odorifera seeds germination.

Keywords: Ocotea odorifera, germination, recalcitrant seeds, |IAA, ABA, PAs, amino acids,

proteins.
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1. INTRODUCAO
1.1. Agerminacdo em sementes

A germinacdo é um processo de desenvolvimento que pode ser dividido em trés fases: a)
embebicao; b) reativacdo da atividade metabdlica e c) inicio do crescimento da plantula (Bewley e
Black 1994). Morfologicamente, o inicio da crescimento da plantula corresponde a emergéncia da
radicula, sendo a fase subseqiente geralmente definida como estabelecimento da plantula
(Gallardo et al. 2002). Entretanto, para as sementes recalcitrantes, a fase de embebic¢ao, quando
existe, se apresenta de forma mais ténue comparada com as sementes ortodoxas, como proposto
por Faria (2006) na Figura 1.
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Figura 1. Eventos e alteragdes fisiologicas durante o desenvolvimento e germinagdo de trés tipos de

sementes: ortodoxas, recalcitrantes e altamente recalcitrantes (segundo Faria, 2006) .

Ao contrario das sementes recalcitrantes, as sementes ortodoxas sio liberadas com baixo
conteudo de umidade e, portanto, com menor potencial osmdtico, devido a desidratacdo sofrida
durante a maturacdo (Figura 1). Para estas sementes, a desidratacdo é um evento pré-
programado que ocorre ao final de seu desenvolvimento (Kermode 1997). Desidratadas, as
sementes podem alcangar umidade abaixo de 0,3 g H,O/g de matéria seca (Hoesktra et al. 2001)
ou um decreéscimo de agua total entre 90 e 95% (Kermode e Finch-Savage, 2002). Neste estado,
as sementes podem resistir a ambientes desfavoraveis e, quando nao dormentes, podem
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restabelecer a atividade metabdlica e crescer em condi¢des adequadas para a germinagéo (Han
et al. 1997).

De acordo com Oliver et al (2000), a tolerancia a dessecagédo em plantas € um fenébmeno
comum nas estruturas reprodutivas das plantas verdes (pdlen, esporos e sementes) e pode ser
definida como a capacidade de recuperar quase toda agua protoplasmatica perdida (80-90%).
Segundo Bewley e Oliver (1992) tal tolerancia pode ocorrer tanto por mecanismos baseados no
reparo de danos resultantes da desidratagdo (ou reidratagdo), quanto por mecanismos baseados
na protecao da integridade celular. Neste caso, a protegéo ocorre pela produgédo de substancias
protetoras como proteinas do tipo deidrinas (Han et al. 1997) e oligossacarideos (Koster e Leopold
1988, Obendorf et al. 2009).

Em contraste, as sementes recalcitrantes apresentam-se metabolicamente ativas quando
dispersas, variando o tipo e intensidade de metabolismo de acordo com a espécie, com o estado
de desenvolvimento, e a concentragdo de agua ao dispersar (Berjak et al. 1989). Tais sementes
permanecem sensiveis a desidratagdo, desde o desenvolvimento até a liberacdo da planta mae
(Berjak e Pammenter 2008) permanecendo metabolicamente ativas. Dessa forma, o
desenvolvimento das sementes progride, culminando na germinagédo, ou seja, ha emissao da
radicula, sem a necessidade de suprimento exdégeno de agua (Berjak et al. 1989).

Este padrao de metabolismo germinativo é um dos fatores que impede a curto ou medio
prazo, o armazenamento de sementes recalcitrantes (Berjak e Pammenter 2008). Estas
sementes, caracterizadas por apresentar viabilidade entre dias e meses, ou, para espécies de
clima temperado, talvez um ou dois anos (Chin and Roberts, 1980), e sdo propensas a injurias

também por resfriamento.
1.1.2. Aspectos fisiolégicos e bioquimicos durante a germinacédo das sementes

A germinacao é um processo de desenvolvimento que resulta de um complexo controle
espacial e temporal, onde varios reguladores de crescimento atuam na expressdo de multiplos
genes (Barendse e Peeters 1995).

Dentre os horménios, destacam-se o acido abscisico (ABA) , e as auxinas (Bewley e Black
1994). O ABA é um horménio vegetal encontrado em todas as plantas vasculares e musgos, e
transportado pelo tecido vascular, preferencialmente pelo floema. A concentragdo do horménio
livre varia nos tecidos de acordo com a sintese, degradag¢ao, compartimentalizagéo, conjugagao e
transporte. A sintese tem inicio nos plastideos e € concluida no citosol a partir de carotendides
como precursores. Estes, por sua vez, sdo formados a partir do isopentenildifosfato (IPP) (Seo e
Koshiba 2002). A agao do horménio livre é principalmente inativada por oxidagao ou conjugacao
com monossacarideos. A conjugacdo nao s6 inativa o horménio, mas também pode ser uma
forma de armazenamento ja que a forma livre ocorre no citosol e a conjugacao, nos vacuolos (Taiz
e Zeiger 2009).
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O ABA atua em diferentes etapas ao longo da formagdo e amadurecimento da semente.
Nas fase inicial da embriogénese, o ABA produzido pelo tecido materno evita a viviparidade,
promovendo o crescimento e o desenvolvimento do embrido (Chen et al. 2002, Frey et al, 2004).
Durante a maturacao, este horménio é produzido pelos tecidos do embrido, permitindo a sintese
de proteinas e lipideos de reserva (Kermode 1990, Gutierrez et al. 2007). O contetudo enddgeno
na semente sofre reducédo consideravel apds o acumulo de substancias de reserva e o inicio da
desidratagdo da semente (Rock e Quatrano 1995, Bewley e Black 1994). O ABA controla a
transicdo da dorméncia para a germinagdo nas sementes, sendo a germinacédo precedida pelo
decréscimo de seu contetdo endégeno (Kermode, 2005), e a dorméncia pela manutengao de seu
acumulo nas sementes maduras (Rock e Quatrano, 1995). Aplicagdes de ABA exdgeno, em
sementes de Arabidopsis ndo dormentes, revelaram que o hormdnio inibe a germinagao, por
restringir a disponibilidade de energia e nitrogénio para a semente. Entretanto, seu efeito é
dependente da concentracdo, sendo a semente capaz de retomar o processo germinativo, pela
adicao de aminoacidos e agucares ao meio de cultivo (Garciarrubio et al. 1997).

As auxinas influenciam varios eventos relacionados ao crescimento e desenvolvimento
vegetal, podendo-se destacar o acido indol-3-acético (AIA), e que apresenta como principal
precursor o aminoacido triptofano (Gaspar et al. 1996). O AIA é uma das principais substancias
envolvidas no controle do desenvolvimento da semente, determinando a orientagdo do eixo
embrionario nas fases iniciais da embriogénese (Rock e Quatrano 1995, Kong et al. 1997, Santa-
Catarina et al, 2006, Casson e Lindsey 2006). O principal fator na regulagdo de auxinas livres nas
plantas é a conjugacéo, além da degradagao por oxidacao. Distante dos locais de sintese, tecidos
vegetais podem apresentar auxinas conjugadas, que funcionam como horménios inativos, e que
podem atuarr tanto como fonte reversivel de AIA, bem como intermediarios do processo de
degradacgao do horménio. Os conjugados de alto peso molecular como o AlA-glicoproteinas, nas
sementes parecem apresentar fungcao de estocagem do hormonio (Taiz e Zeiger, 2009).

Existem poucos estudos que relacionam as auxinas ao processo germinativo. Dias et al.,
(2009) relataram a diminuicao de seu conteudo no mesmo periodo em que o conteudo de ABA
diminuia no processo germinativo das sementes de Ocotea catatharinensis. De forma inversa,
durante a maturagcdo da mesma semente, Santa-Catarina et al. (2006) observaram o aumento da
concentragcdo de ABA, concomitantemente a diminuicdo dos niveis de AlA. Juntos, esses eventos
indicam uma possivel relagao entre balango hormonal entre AIA e ABA e os processos fisiolégicos
do desenvolvimento das sementes e germinacgao.

Além dos reguladores relatados acima, outros compostos podem estar envolvidos no
processo germinativo das sementes, como as poliaminas e os aminoacidos.

As poliaminas (PAs) sdo moléculas alifaticas de baixo peso molecular presente em todos
0s organismos vivos. As principais PAs encontradas nas plantas superiores sdo a Put (putrescina),

a Spd (espermidina) e a Spm (espermina), ocorrendo na forma livre ou conjugada com acidos
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fendlicos e moléculas de baixo peso molecular (Bouchereau et al. 1999, Kuznetsov et al. 2006).
Além da biossintese e conjugacdo, a degradagdo por oxidagdo € uma forma de regulacdo dos
niveis de PAs (Kusano et al. 2008). Nas plantas, localizam-se ndo apenas no citosol, mas também
nas organelas, como mitocondrias, cloroplastos e vacuolos (Kumar et al. 1997). Sua sintese inicia-
se por duas diferentes vias: a putrescina é formada diretamente a partir da ornitina ou
indiretamente pela arginina (precursor dos intermediarios agmatina e ornitina). A formagéao da Spm
ocorre pela adicdo de um grupo S-adenosil metionina (SAM) descarboxilado adicionado a
putrescina. A formacao da espermina ocorre pela adicao de outro SAM descarboxilado (Buchanan
2000).

A presencga das cargas positivas nas moléclas de PAs permitem a ligagao eletrostatica das
mesmas a macromoléculas celulares, incluindo DNA, RNA, cromatina e proteinas , podendo
causar a estabilizacdo ou desestabilizacao destas macromoléculas (Kusano et al. 2008). Dessa
forma, estdo envolvidas em processos celulares fundamentais incluindo a regulagdo da expressao
génica, modulagao do sinal e proliferagao celular e estabilizagdo de membranas (Tabor e Tabor
1984, Cohen 1998, Igarashi e Kashiwagi 2000). Sugere-se também o envolvimento das PAs na
divisdo e diferenciacdo celular, organogénese, embriogénese e tolerancia ao estresse abidtico e
biotico (Bouchereau et al. 1999, Minocha et al. 1999, Silveira et al. 2004a,b, Silveira et al. 2006,
Santa-Catarina et al. 2006, Groppa e Benavides, 2007). Entretanto, estudos da participacdo das
PAs no processo germinativo sdo praticamente inexistentes na literatura (Kuznetsov et al. 2006).

Os aminoacidos apresentam niveis alterados ao longo da embriogénese, refletindo as
alteracdes entre a producéao e a utilizagao destas moléculas. Destaca-se que pequenas alteracdes
na taxa da sintese protéica podem causar grandes flutuagdes nos niveis dos aminoacidos
(Macnicol 1983, Silveira et al. 2004b, Santa-Catarina et al. 2006). Os aminoacidos armazenados
durante o desenvolvimento da semente sao utilizados no processo de germinagao, servindo como
nutrientes e substrato para o desenvolvimento inicial da plantula (Rock e Quatrano 1995, Dias et
al 2009).

Durante o desenvolvimento das sementes, ocorre um grande acumulo de proteinas de
reserva, as quais sao utilizadas como fonte primaria de nitrogénio durante a germinagao (Job et al.
2005), e como de substrato para o desenvolvimento inicial da plantula, até a sua autotrofia
(Merkle et al. 1995). Durante a embriogénese, o aumento no conteudo de proteinas, ocorre como
resultado da sintese de proteinas de reserva e proteinas LEA (late embryogenesis abundant), as
quais atuam na protecdo contra a desidratagdo da semente (Wise e Tunnacliffe, 2004). No
processo germinativo as proteinas armazenadas sdo degradadas, e os aminoacidos hidrolisados,
liberam grandes quantidades de amédnio, que, por sua vez, sdo reassimilados, sintetizando
moléculas nitrogenadas para o crescimento da pléntula (Canton et al. 2005).

Recentemente, o uso de proteinas como marcadores moleculares para o desenvolvimento

do embrido e no processo de germinacao tém sido descrito para varias especies (Bak-Jensen et
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al. 2004, Vensel et al. 2005, Natarajan et al. 2005, Silveira et al. 2008). Durante o
desenvolvimento de embrides zigéticos de O. catharinensis foi observado que a maior
concentracao de proteinas totais ocorre no embrido maduro (Santa-Catarina et al. 2006). Varios
estudos tém sido realizados, em especial para Arabidopsis, durante a germinagcado de sementes,
visando a identificagdo de proteinas diferencialmente expressas neste processo (Gallardo et al.
2001, Kucera et al. 2005, Chibani et al. 2006). Entretanto, para as sementes recalcitrantes, como
€ o0 caso de, O. odorifera, esses tipos de estudos ainda sao escassos.

Em geral, o estudo das proteinas em plantas ao longo de um processo bioldgico sao
realizados por proted6mica comparativa. Esta metodologia consiste na separagdo de proteinas
através de eletroforese bidimensional (2-DE) em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), com posterior
identificacdo da proteina por espectometria de massas (MS/MS) (Dias et al. 2007). A 2-DE separa
as proteinas em dimensdes distintas, em que na primeira dimenséo, as proteinas sado separadas
por pontos isoelétricos, e na segunda dimensdo sédo separadas de acordo com suas massas
moleculares. Mesmo com as limitagdes inerentes a técnica, em estudos de protedbmica
comparativa, quando o objetivo é a identificacdo de diferencas quantitativas e qualitativas entre
amostras de proteinas, a 2-DE é normalmente o método de escolha, gerando dados em um
formato que possibilita uma facil avaliagdo visual e fornece comparacio fisicoquimicos e
quantitativos (Canovas et al. 2004). Este € o caso do processo germinativo em que a protedmica

permite obter informagdes simultédneas sobre esse multiplo processo (Cahill et al. 2001).
1.2. Ocotea odorifera como sistema de estudo

A espécie O. odorifera (Vell.) Rowher, anteriormente conhecida como Ocotea pretiosa
(Nees) Mez., pertence a familia Lauraceae, a qual constitui uma das mais importantes familias da
flora dendroldgica brasileira, reunindo 19 géneros e cerca de 390 espécies (Marchiori 1997).
Popularmante, é conhecida canela-sassafras (PR, SC), sassafras (PR), canela-cheirosa, canela-
funcho (SP), canela-parda, sassafras brasileiro e louro-cheiroso (Carvalho 1994, Santos 1987).

Segundo Reitz et al. (1978), as plantas de O. odorifera normalmente tém entre 20 m a 25
m de altura e 70 cm de DAP (didmetro a altura do peito). O tronco geralmente tortuoso, casca
grossa cinzento-escura ou marrom, ramificagdes irregulares, ascendentes, formando copa
alongada. As folhas sao alternas, simples, agrupadas nas pontas dos ramos, finamente coriaceas,
geralmente com 13 cm de comprimento por 4 cm de largura. As flores sido alvas e perfumadas. O
fruto € uma baga eliptica ou elipséide, com cerca de 2 cm de comprimento por 10 — 15 mm de
didametro, envolvido por uma cupula (hipanto) até cerca da metade de sua altura. As sementes
possuem 1,2 cm de comprimento por 0,9 cm de largura, cotilédones grossos, superficie quase
lisa, encerrando uma pequena plumula e radicula.

A espécie ocorre na Floresta Ombroéfila Densa (Floresta Atlantica), nas formacdes Baixo-

Montana, Sub-Montana, Montana e Alto-Montana, Floresta Ombréfila Mista (Floresta com
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Araucaria), Floresta Estacional Semidecidual (Aluvial e Montana) e Decidual, além dos campos
rupestres da Serra da Mantiqueira (Carvalho, 1994).

Segundo Saloméo et al. (1992), O. odorifera ocorre no Brasil, em areas onde a latitude
varia de 8°45’ a 31°12’ S, e longitude entre 33°52’ a 59°09’'W (Figura 2), desde o sul da Bahia até
0 Rio Grande do Sul (Inoue et al. 1984, Carvalho 1994, Lorenzi 1992, Rizzini 1971).

Figura 2. Area de ocorréncia de O. odorifera (Salomao et al. 1992).

Segundo Rizzini (1971), a madeira de O. odorifera (Figura 3) apresenta superficie brilhante
e lisa, com forte odor. O cerne, que pode chegar a ser quase negro, € moderadamente duro a
macio e seca sem rachar, podendo ser utilizada para fabricagdo de moveis e construgao civil,
além de embarcagdes. Segundo Inoue et al. (1984), o uso da madeira foi muito difundido na
confecgdo de pecas artesanais, principalmente de garrafas e barricas para armazenamento de
cachaga, para a qual transfere o seu odor caracteristico.

As células parenquimaticas da madeira contém 6leo essencial que, além de aumentar seu
peso, permite o uso para medicina e perfumaria (Burger e Richter 1991). A excegao do Sul do
Brasil onde o 6leo essencial encerra safrol (Figura 3 C), nas demais localidades o 6leo essencial
produzido contém metileugenol (Rizzini 1971), podendo ser extraido do tronco, da casca, folhas e
raizes (Carvalho 1994).
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Existe uma grande demanda internacional por 6leos essenciais contendo safrol, utilizados
como matéria-prima para obtencdo de piperonal (ou heliotropina) e butdxido de piperonila. O
piperonal é usado na industria de fragrancias e cosméticos. O butéxido de piperonila atua como
agente sinergistico junto ao piretrium, constituindo-se em importante inseticida de origem natural
verde e biodegradavel, sendo a unica formulagéo autorizada na Europa, Japao e Estados Unidos.
E utilizado para controles de pragas no armazenamento, na indUstria de processamento de
alimentos e em uso doméstico (Maia e Zoghbi 1998). Além disso, pode ser utilizado como
combustiveis em naves espaciais (Carvalho 1994).

Devido a seu aroma caracteristico, ja foi usado como aromatizante de alimentos, porém o
seu uso para este fim esta proibido devido a sua toxicidade. Como matéria-prima na preparagao
de farmacos de natureza catecdlica (Wermuth 1996), como a dopamina, a dopa, a a-metil dopa, o
isoproterenol, entre outros, € o principal fator responsavel pelo grande volume de transacoes
comerciais envolvendo o safrol (Costa 2000).

Em busca de tal substancia, os individuos de O. Odorifera foram largamente explorados
nas décadas de 40-70, reconhecidamente no Alto Vale do Itajai (Reitz et al. 1978) tornando o
Brasil o maior exportador desta substancia, cujo valor no mercado internacional é de US$ 15,00 o
quilo”.

Devido a exploragao de seus recursos com consequente reducao dos individuos de O.
odorifera e em seus locais de ocorréncia, atualmente a espécie é classificada na categoria de
vulneravel, ou seja, corre alto risco de extingdo na natureza em médio prazo, de acordo com a

Lista de Espécies da Flora ameacgada de extingdo (IUCN) (2009).

" do Amaral WAN, Matos J, Blair C, Morais LR. Projeto Biocomércio — Biotrade ~UNCTAD — OCTA.

Andlise sobre a viabilidade de criagdo de um Programa de biocomercio regional —Contribuicdo do Brasil
(2006). Piracicaba.
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Figura 3. Aspecto da planta (A) e (B) ramo de Ocotea odorifera com frutos. C) Estrutura molecular do safrol.

Segundo Duarte da Silva et al. (2001) o tempo necessario para a produgao das primeiras
sementes €& variavel entre plantas matrizes e entre regides, contudo, o inicio do periodo
reprodutivo ocorre, em média, entre os 25 e 40 anos. A quantidade de material seminifero
produzido & baixo, em média 2.000 diasporos/ano/planta em matriz de 100 anos de idade.

A formagdo e o desenvolvimento completo do embrido ocorre num periodo de
aproximadamente 360 dias apdés a fecundagédo (Santa-Catarina et al. 2001), um periodo
relativamente longo quando comparado aos embrides de outras angiospermas. Segundo Inoue et
al, (1984) a espécie apresenta frutificagcéo irregular, ocorrendo possivelmente em anos alternados,
e raramente € abundante, pois no longo periodo de maturagéo os frutos caem precocemente. Ao
se dispersar, os frutos apresentam alto teor de umidade (51,6%). As sementes perdem a
capacidade de germinar apds o processo de secagem a 20% de umidade, mesmo quando
armazenadas a baixas temperaturas como 5°C ou -18°C (Davide et al. 2003). Esta situagao

evidencia suas caracteristicas recalcitrantes. A taxa de germinacao € baixa e prejudicada pelo o
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frequente ataque de fungos e insetos. Adicionalmente, quando maduras, sofrem oxidag&o devido
ao alto teor de 6leo contido na semente (Carvalho 1994).

A dificuldade sementes viadveis associadas a redugdo das plantas adultas (Carvalho,
1994), alta mortalidade de plantulas (Cetnarski Filho 2003), e o insucesso através da estaquia
(Hogberg et al. 1998) dificultam a propagagao convencional desta espécie.

A embriogénese somatica € um processo analogo a embriogénese zigotica no qual uma
Unica célula ou um grupo de células vegetativas sdo precursores de embrides somaticos
(Tautorus et al. 1991, Zimmerman 1993). A seqliiéncia de eventos durante o desenvolvimento
assemelham-se aos eventos observados na embriogénese zigotica quanto aos aspectos
morfologicos, bioquimicos € moleculares (Hakman 1993, Hvoslef-Eide e Corke 1997, Sghaier et
al. 2008).

A producgao de embrides somaticos de O. odorifera foi realizada com sucesso pela primeira
vez por Santa-Catarina et al (2001), a partir de eixos embrionarios de embrides zigéticos maturos .
Neste trabalho, os autores definem o tempo ideal de maturidade da semente a ser coletada, bem
como a formulacdo de meio de cultura mais eficiente para a indugdo dos embrides somaticos.
Dessa forma, foram capazes de manter um sistema de manutencdo desses embribes por
embriogénese repetitiva.

No sistema de embriogénese somatica, as mudas podem ser produzidas em qualquer
periodo do ano e nao apenas no periodo de produgdo das matrizes, como é realizado nos
métodos convencionais. Gendtipos selecionados e/ou melhorados poderiam ser recuperados pelo
método da embriogénese somatica produzindo em escala massal clones de interesse em
programas de melhoramento genético ou de conservagdo de germoplasma. Entretanto, a
utilizacao destes embrides somaticos € limitada pelo baixo indice de conversdo destes embrides
em plantulas Santa-Catarina et al. (2001). De forma geral, atribui-se a baixa taxa de germinagéo
de embrides somaticos, como consequéncia de uma falha no processo de maturagéo, que leva a
deficiéncia no acumulo de substancias de reserva, danos durante a desidratacao/reidratagdo, ou

ainda uma insuficiente tolerdncia a desidrataggo (Moon e Hildebrand, 2003).
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Devido a importancia da espécie estudada, seu risco de desaparecer deu seu habitat natural
e a dificuldade de propaga-la de forma convencional, tornam-se necessarias medidas alternativas
gue visem a conservacdo dos remanescentes. As técnicas da embriogénese somatica e da
germinacdo in vitro (conversdo dos embrides em plantulas) podem ser utilizadas para a
multiplicacdo e conservacdo dessa espécie, a semelhanca do que se tem verificado com outras
lenhosas (Jain & Ishii 1998). Nos dudltimos anos, grande parte dos avang¢os obtidos no
aperfeicoamento dos protocolos de embriogénese somatica vém sendo obtido através do maior
conhecimento dos aspectos moleculares, fisiolégicos e bioquimicos da embriogénese zigética.

Nesse sentido, estudos dos aspectos fisiolégicos e bioquimicos da germinacdo das
sementes de O odorifera mostram-se Uteis ndo somente para o entendimento da germinacao de
espécies recalcitrantes, mas também na otimizacdo de protocolos da conversdo de embrifes
somaticos em plantulas. A caracterizacdo da semente madura e 0 monitoramento do processo
germinativo fornecem informagBes que podem ser utilizadas para tratamentos de células
embriogénicas e embrides somaticos, adequando a maturagdo destes Ultimos de forma a
mimetizar o sistema da semente natural, aumentando a porcentagem de germinacdo dos
embribes sométicos. Estes embrides poderéo ser utilizados para programas de recuperagédo de
espécies ameacadas de extingdo com a producdo em massa de individuos de tais espécies,
complementando estudos realizados pelo Laboratério de Biologia Celular de Plantas (BIOCEL —
IB/USP).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudo de diferentes aspectos fisiolégicos e bioquimicos envolvidos na germinacao de

sementes de O. odorifera.

2.2. Objetivos especificos

a) Avaliagdo do contelido enddégeno de acido indol 3-acético (AlA) e acido abscisico (ABA)
poliaminas (PAs) e aminoacidos durante a germinacao das sementes de O. odorifera;

b) Avaliagcao da dindmica de mobilizacdo de proteinas durante a germinacao de sementes de O.

odorifera;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Materiais vegetais

Foram utilizadas sementes O. odorifera obtidas a partir de frutos coletados no Parque
Estadual Carlos Botelho em Sao Miguel Arcanjo (SP), em junho de 2007. A area utilizada para a
coleta dos frutos para o presente trabalho estd localizado na regido sudeste do estado de Séao
Paulo, e ocupa uma area de 37.644, 36 ha. Esta regido é uma das maiores e mais bem
preservadas manchas remanescentes de Mata Atlantica, sendo um local bastante representativo

de ocorréncia natural desta espécie.

3.2. Germinacao das sementes

Os frutos coletados tiveram o hipanto e pericarpo retirados (Figura 4 A e B) As sementes
isoladas, e com a testa escarificada (Figura 3C), foram colocadas para germinar em substrato de

vermiculita esterilizada. O material foi mantido em sala de germinacdo em condigbes

fotoperioddicas de 16 h de luz, e temperatura de 27+ 4°C.

Figura 4. Aspectos morfologicos dos frutos e sementes de Ocotea odorifera: A) fruto com hipanto (h.), B)

fruto sem hipanto, C) semente escarificada.

A coleta dos materiais para as analises bioquimicas foram realizadas a cada 15 dias apés
a semeadura, resultando nos seguintes tratamentos: semente madura (tempo zero), 15, 30 e 45
dias ap6s a semeadura (Figura 5). Observa-se que o eixo embrionario encontra-se intumescido
aos 30 dias, e a germinagao sensu stricto (emergéncia da radicula), ocorreu aos 45 dias apés a
semeadura. O material coletado foi lavado com agua destilada, congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a temperatura de -80 °C para as determinagdes dos conteldos endégenos de ABA,

AlA, perfis de PAs, aminoacidos e proteinas.
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Figura 5. Aspectos morfolégicos das sementes de O. odorifera em diferentes periodos apds a semeadura
em vermiculita. Semente madura (A), apds a semeadura: 15 dias (B), 30 dias, com o eixo
embrionario (e. e.) evidente; (C) 45 dias (D) com a radicula (r.) emitida apds a semeadura. Barra

=0,1 cm.
3.3. Analises hioquimicas

As analises bioquimica que envolvemos padrdes e conteudos de PAs, aminoacidos e os

conteudos de ABA e AIA foram realizados nas amostras coletadas conforme descrito no item 2.2.
3.3.1. PAs

A metodologia para a determinagédo do padrdo e contetdo de PAs livres e conjugadas foi
baseada naquela descrita por Silveira et al. (2004b). Amostras de 200 mg de massa fresca (MF)
foram maceradas com 1,6 mL de acido perclérico 5% (v/v), e mantidas no gelo por 1 h.
Posteriormente, foram centrifugadas a 20.000 g por 20 min, a 4 °C, obtendo-se o sobrenadante
que contém as PAs livres e conjugadas sollveis. As PAs conjugadas foram extraidas destas
amostras por hidrélise acida de 200 uL do sobrenadante em igual volume de HCI 12 N, por 18 h a
110 °C. Em seguida, as amostras foram secas a 40 °C sob jato de nitrogénio e ressuspendidas em
200 plL de acido perclorico 5%.

As PAs livres e conjugadas foram derivatizadas, misturando-se 40 yL da amostra contendo
PAs, 100 pL de cloreto de dansil (5 mg.mL™ em acetona), 50 uL de solugdo saturada de carbonato
de sddio (NaHCO3) e 20 pL de 1,7-diaminoheptano (DAH), utilizado como padrao interno. Apds a
homogeneizagao, as amostras foram incubadas no escuro por 50 min, a 70 °C. O excesso de
cloreto de dansil foi convertido em dansil-prolina adicionando-se 25 pL de prolina (100 mg.mL™)
com posterior incubagdo por 30 min no escuro, a temperatura ambiente. Em seguida, as PAs
derivatizadas foram particionadas com 200 pL de tolueno, e a fase apolar (tolueno), que contém
as PAs, foi coletada (175 pL), seca sob jato de nitrogénio, e ressuspendida em 175 pL de
acetonitrila.

A identificacdo e quantificagdo das PAs foram realizadas utilizando-se HPLC, com coluna
C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Acetonitrila absoluta e acetonitrila 10% em
agua (pH 3,5 ajustado com HCI 1N) foram utilizadas como solventes. A mudanga na proporcao de

acetonitrila absoluta em relagao a acetonitrila 10% definiu o gradiente de corrida. O gradiente de
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acetonitrila absoluta foi programado para 65%, durante os primeiros 11 min, de 65 a 100% entre
11 e 25 min, e 100% até 35 min com fluxo de 1 mL.min™", a 40 °C. O detector de fluorescéncia foi
ajustado para excitacdo de 340 nm e emissdo de 510 nm. Foram injetados 20 uL da amostra
derivatizada com cloreto de dansil. As areas e tempos de retengao de cada PA foram avaliados

por comparagado com as PAs com concentragdes conhecidas: Put, Spd, Spm e DAH.
3.3.2. Aminoéacidos

A metodologia para a determinacéo do padrdo e conteudo de aminoacidos foi baseada
naquela descrita por Astarita et al. (2004). Amostras de 200 mg de MF foram maceradas com 6 mL
de etanol 80% (v/v) e concentradas em “speed vac” até eliminar o etanol. Os volumes das
amostras foram ajustados para 2 mL com agua e centrifugadas a 20.000 g, por 10 min. O
sobrenadante foi filtrado em membrana de nitrocelulose de 20 ym e em seguida utilizado para
determinagéo dos aminoacidos. Aliquotas de 20 uL do filtrado e 60 pL da solugdo OPA-borato,
utilizadas para a derivatizacdo dos aminoacidos a temperatura ambiente, foram homogeneizadas
por 2 min e a seguir analisadas por HPLC.

A identificacdo e quantificacdo dos aminoacidos por HPLC foram realizadas utilizando-se
uma coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Foram utilizados como
solventes metanol 65% e uma solucdo de acetato de sodio 50 mM, fosfato de sédio 50 mM,
metanol (20 mL.L™") e tetrahidrofurano (20 mL.L™), com pH 8,6 ajustado com &cido acético glacial.
A mudanga na propor¢do de metanol 65% em relacdo ao outro solvente definiu o gradiente de
corrida, sendo o gradiente de metanol 65% programado para 15% durante os primeiros 34 min, de
15 a 35% entre 34 e 55 min, de 35 a 85% entre 55 e 75 min, de 85 a 100% entre 75 e 85 min e
100% até 100 min, com fluxo de 1 mL.min™, a 40° C. O detector de fluorescéncia foi ajustado para
excitacdo de 250 nm e emissédo de 480 nm. Foram injetados 20 uL da solugéo derivatizada com
OPA. As areas e tempos de retencao de cada aminoacido foram avaliados por comparagdo com
aminoacidos padrao em concentragées conhecidas: acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu),
asparagina (Asn), serina (Ser), glutamina (GIn), histidina (His), glicina (Gly), arginina (Arg),
treonina (Tre), alanina (Ala), acido y-aminobutirico (Gaba), tirosina (Tir), metionina (Met), triptofano

(Trp), valina (Val), fenilalanina (Phe), isoleucina (lle), leucina (Leu), ornitina (Orn) e lisina (Lis).
3.3.3. AlAe ABA

A metodologia para a extracdo e dosagem de AlA e ABA foi baseada naquela descrita por
Silveira et al. (2004a). Amostras de 1g de matéria fresca (MF) foram maceradas com tampao de
extragdo (etanol 80% contendo 1% polivinipirolidona-40) e o [°H]AIA e [°’H]ABA radioativos foram
utilizados como padrao interno para a determinacdo do rendimento do processo. O extrato foi

agitado por 90 min, no escuro a 4°C, e centrifugado a 15.500 g por 15 min, a 4 °C. O
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sobrenadante foi concentrado em speed vac a 45 °C, até atingir 20% do volume inicial (< 1,0 mL).
O volume da amostra foi ajustado para 3 mL (v/v) com agua tipo MilliQ, e o pH foi ajustado para
2,5 com a adigdo de HCI (1N). As amostras foram particionadas duas vezes, usando-se éter etilico
como solvente organico. A fase organica, contendo o AlA e o ABA, foi coletada e seca em "speed
vac", a 45 °C. Em seguida, as amostras foram ressuspendidas em 200 uL de metanol 100% e
transferidas para tubos plasticos e armazenadas a -80° C, para analises posteriores em HPLC.

A quantificacdo do AIA e ABA foi realizada por HPLC em fase reversa, com coluna C18
(Shimadzu Shim-pack CLC ODS). Foram utilizados como solventes, metanol 100% e uma solugéo
de agua-metanol 10% e acido acético 0,5%. A mudanga na proporgao de metanol em relagao ao
outro solvente definiu o gradiente de corrida, sendo o gradiente de metanol 100% ajustado para
aumentar de 20% a 30% durante os primeiros 10 min, de 30 a 45% entre 10 e 22 min, de 45 a
54% entre 22 e 33 min, de 54 a 100% entre 33 e 34 min e 100% até 60 min, com fluxo de 1
mL.min™', a 40 °C. Para a detecgdo do AIA, o detector de fluorescéncia foi ajustado para excitacdo
em 280 nm, e emissdo em 350 nm. Para a deteccdo do ABA, o detector de UV foi ajustado em
254 nm. Foram injetados 40 uL de cada amostra. Fragdes contendo AIA e ABA foram coletadas e
analisadas por cintilagdo liquida (Packard® Tri-carb 2100 TR) para a estimativa de perdas. As
areas e tempos de retencao do AlA e do ABA foram avaliadas por comparagao com concentragoes

conhecidas destes hormoénios.
3.3.4. Proteinas
3.3.4.1. Extracéao

A metodologia utilizada para a extracao foi baseada naquela descrita por Natarajan et al.
(2005), utilizando-se o tampao uréia:tiouréia. As amostras foram ressuspendidas em 1 mL de
tampao de extragdo Uréia/Tiouréia (7/2). O tampéao consistiu de 7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 1%
de dithiothreitol (DTT), 2% de triton 100, 0,5% de Pharmalyte® (GE Healthcare®), 1 mM de
fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) e 5 pM de pepstatina. O material foi vortexado por 15 min e
posteriormente centrifugado por 5 min a 12000 g a 4°C.

Visando a eliminagao de interferentes, os extratos protéicos foram precipitados com TCA
(acido tricloro-acético)10% de acordo com Silveira et al. (2008). Foram adicionados 0,111 mL de
TCA 100% (p/v) em 1,0 mL de extrato protéico para atingir a concentragao final de TCA 10% (v/v).
Apods a incubacgao por 30 min a -4 °C, a amostra foi centrifugada por 10 min a 12.000 g. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de proteina foi lavado trés vezes com acetona gelada
intercaladas por centrifugagdes de 5 min a 12.000 g. Em seguida o pellet foi ressuspendido em 1
mL de tampao de extracao uréia: tiouréia e foi vortexado durante 5 min, a 4 °C.

O sobrenadante, contendo a fracdo protéica, foi coletado e armazenado a —20 °C até a
quantificagdo de proteinas e preparagao dos géis bidimensionais.
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3.3.4.2. Determinacao de conteudo

A determinacdo do conteldo de proteinas totais foi realizada pelo método do 2D-Quanti Kit

(GE-Healthcare ®) usando a albumina de soro bovino (BSA) como padréo (Balbuena et al. 2009).
3.3.4.3. Eletroforese bidimensional (2-DE)

Os géis 2-DE foram feitos em triplicata biolégica para cada estadio. A principio, para a
definicdo da faixa de pH mais adequada para a analise das proteinas, duas faixas foram
utilizadas, a de pH 3-10 e pH 6-11. Para tanto, o volume de extrato contendo as 40 pg de
proteinas foi completado para 375 uL de solugao para 2-DE com tampao de amostra 2-DE (7 M
de uréia, 2 M de tiouréia, 2% CHAPS, 0,5% IPG Buffer (pH 3-11, pH 4-7 e pH 6-11, de acordo
com o IPG utilizado), 1% de DTT, 0,002% de azul de bromofenol). A reidratagéo e carregamento
da amostra na tira de gel gradiente imobilizado de pH (IPG) foram realizados simultaneamente,
com a aplicagdo direta das amostras solubilizadas no tampao 2-DE sob a tira de gel IPG
(Balbuena et al., 2009). Foram utilizados IPG de 18 cm com faixa linear de separacao de pH 3-10,
e pH 6-11. Apds 12 h de reidratacao, foi iniciada a focalizagéo isoelétrica (IEF) em uma unidade
IPGPhor (GE-Healthcare®), em condigdes de corrida especificas ao IPG utilizado. Antes de iniciar
a segunda dimens&o, as tiras de gel IPG foram reduzidas com solu¢ao de equilibrio (50 mM Tris-
HCI, 6M de uréia, 30% de glicerol, 2% de SDS, 0,002% de azul de bromofenol) adicionado de 125
mM de DTT e alquiladas (solugdo de equilibrio adicionada de 125 mM de iodoacetamida). Na
segunda dimenséo, as tiras de gel foram dispostas horizontalmente na extremidade superior do
gel de poliacrilamida 12%, em condi¢gbes desnaturantes (SDS-PAGE). A separacgao eletroforética
foi conduzida com corrente constante de 25 mA por gel em um sistema vertical Protean Il (Bio-
Rad®), conectado a um sistema de resfriamento a 15 °C em Multitempll (GE-Healthcare®). Foi
utilizado um padrdo de peso molecular (Bio-Rad®) com 6 bandas de proteina entre 14 e 97 kDa
(Balbuena et al. 2009).

As proteinas foram visualizadas pela coloragdo com prata. Os géis foram fixados overnight,
em solucao de fixagao contendo 50% de metanol, 12% de acido acético e 0,05% de formaldeido.
Ap0s duas lavagens de 30 min em solugdo de 50% de etanol, os géis foram incubados por 2 min
em solugao de tiossulfato de sédio (0,02%) e na sequéncia foram lavados trés vezes em agua. Em
seguida os géis foram incubados por 20 min em solugdo 0,2% de nitrato de prata (AgNO3) e
0,075% de formaldeido e na sequéncia foram lavados trés vezes em agua. A revelagédo foi
realizada com a incubagao dos géis em solugédo 6% de carbonato de sddio (Na,CO3), 0,16% de
tiossulfato de sédio e 0,05% de formaldeido. Apds a visualizagdo dos polipeptideos (spots), a
reacao de revelagao foi interrompida com a incubacgédo dos géis na solucdo de fixacdo descrita
acima, e armazenados em solugé&o 1% de acido acético até a analise de imagens (Balbuena et al.
2009).
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Devido a concentragao de proteinas na faixa de pH 4-7 e a auséncia das mesmas na faixa
de pH 6-11 (Figuras 6 e 7), optou-se por realizar os géis em faixa de pH 4-7 (Figura 8). Dessa
forma, foi obtida uma melhor resolu¢do dos spots, como pode ser observado nas figuras 16 e 17,

importante para o isolamento dos mesmos para futuras identificacbes em espectometria de
massas.
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Figura 6. Géis 2-D representativos de O. odorifera, corados em prata, em gradiente de pH 3-10, a partir de

40 ug de proteinas, na semente madura e aos 15, 30 e 45 dias apos semeadura.
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Figura 7. Geéis 2-D representativos de O. odorifera, corados em prata, em gradiente de pH 4-7, a partir de

40 ug de proteinas, na semente madura e apos 15, 30 e 45 dias de semeadura.
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Figura 8. Géis 2-D representativos de O. odorifera, corados em prata, em gradiente de pH 4-7, a partir de

40 ug de proteinas, na semente madura e apos 15, 30 e 45 dias de semeadura.
3.3.4.4. Andlise de imagens

Os géis corados de pH 4-7 foram digitalizados e analisados no programa Image Master
Platinum (Amersham Biosciences®). A autenticidade e o contorno de cada spot de proteina foram
validados por inspecdo visual, sendo removidos ou adicionados quando nao detectados
automaticamente. (Balbuena et al. 2009). O gel de cada estadio que apresentou maior numero de
spots foi selecionado como referéncia na analise comparativa. A alta fidelidade dos spots de cada
estadio (correlacdo = 0,95), considerando a % de volume dos mesmos, permitiu a analise da

expressao diferencial de proteinas. Assim, além o nimero de spots por estadio, forma analisados
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a expressao diferencial de proteinas, baseada no volume médio dos spots e a distribuicdo

diferencial das proteinas, de acordo com o peso molecular e ponto isoelétrico.

3.4. Amostragem e andlise estatistica

Todos os dados utilizados nos resultados foram obtidos em triplicata. Como estatistica, os
dados foram submetidos a andlise de Variancia (ANOVA) e ao Teste de Separagdo de Médias de

Tukey (P<0,05). Os célculos foram realizados com o auxilio do software estatistico Bioestat 5.
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4. RESULTADOS

4.1. Aminoéacidos

O conteudo de aminoacidos livres nas sementes de O. odorifera ao longo do processo
germinativo pode ser observado na tabela 1. Observou-se que:

a) na semente madura de O. odorifera foram identificadas os aminoacidos acido aspartico,
asparagina, glutamina, glutamato, e histidina em maior proporcado em relagdo aos demais
aminoacidos;

b) durante o processo germinativo, a proporcao dos diferentes aminoacidos foi variavel de

acordo com o estadio observado.

Tabela 1. Aminoacidos livres (ug/g de MF + DP) na semente madura de O. Odorifera e apos 15, 30 e 45

dias de semeadura.

Aminoéacido

ASP 65,02 +£8.74 26,01+0.94 46,83 +11.70 130,64 +13.08
GLU 37,31 +£3.50 29,56 +1.07 43,45+0.45 104,54 +14.31
ASN 61,74 +11.49 160,89+13.14 600,06 +51.03 2115,2+120.13
SER 7,66+1.25 6,25 +0.57 14,22 +3.19 48,98 +6.27
GLN 47,82 +5.65 1,70+0.30 1,62+1.44 7,00 +3.86
HIS 66,27 +7.83 2,36 £0.42 2,25+2.00 9,70 +5.34
GLY 0.00 1,06 +1.37 7,50+1.43 11,82 +2.26
ARG 0.00 12,89+0.42 21,12+3.44 58,77 +10.76
TRE 2,57 +0.93 2,54 +0.77 7,00 +1.84 28,56 +0.46
ALA 11,73 £1.99 4,29 +0.52 4,88 +1.35 10,16 +0.67
GABA 2,76 £0.92 2,24+0.74 3,75 +0.68 19,73 +£5.88
TIR 1,99 +0.27 3,18 +0.63 2,77 +0.43 9,33+1.68
TRP 1,99 +0.37 0.00 2,38 +0.91 5,16 +£0.07
MET 2,24 +0.13 1,73+0.29 3,74 £1.07 5,756 +0.81
VAL 4,40 +£0.98 5,32+0.36 7,83+1.73 26,69+3.78
PHE 1,50 +£0.33 3,52+1.10 2,44 +0.76 8,81+3.60
ILE 2,20+0.46 2,83+0.35 3,25+0.21 10,20 +1.44
LEU 2,69+0.52 4,93+0.75 4,42 +0.20 11,98 £2.00
ORN 26,42 +10.59 21,87 +2.87 42,49 +8.88 68,73 +4.59
LIS 23,53 +5.64 24,90 +1.22 26,21+4.48 31,11+7.00
CIT 0.00 0.00 0.00 0.00
Total 369,84 +39.25 318,05 +11.47 848,20 +64.41 2722,9+71.83

MF = massa fresca, DP = desvio padrao (triplicata)

c) dentre os varios aminoacidos, a asparagina foi aquele que apresentou maior incremento,

tanto em valor absoluto quanto em proporcédo (Figura 9). Este aminoacido foi predominante
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durante todo o processo germinativo e, o principal responsavel pelo aumento do conteudo total

dos aminoacidos livres;

d) o conteudo total de aminoacidos livres e o de asparagina apresentaram um mesmo

padrao de variagdo, com aumento a partir dos 30 dias de semeadura (Figura 10).
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Figura 9. Conteudo de aminoacidos (ug/g de MF), na semente madura de O. odorifera e apés 15, 30 e 45

dias de semeadura. MF = massa fresca.
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Figura 10. Conteudo de aminoacidos livres totais e de asparagina (ASN) na semente madura de O.

odorifera e apos 15, 30 e 45 de semeadura. Letras diferentes representam diferengas estatisticas.

e) a lisina foi o Unico aminoacido que permaneceu constante ao longo de todo o processo;

f) a glutamina e a histidina apresentam padrdes similares de variagdo, com reducio de
seus conteudos nos primeiros quinze dias apos a semeadura (Figura 10);

g) a ornitina e metionina, participantes da via das PAs, apresentam comportamento
semelhante durante todo o periodo analisado. Ocorrem em aumento a partir dos 30 primeiros dias
de semeadura quando comparados com seu préprio contelido aos 15 dias e aumento significativo
aos 45 dias de semeadura quando comparados a semente madura (Figura 11);

h) arginina, também envolvido na sintese de PAs, aumento significativo durante todo o
processo comparado a semente madura (Figura 11);

i) a fenilalanina (PHE) e a tirosina (TIR), aminoacidos aromaticos, mantiveram-se estaveis
nos primeiros 30 dias analisados e aumento de conteudo aos 45 dias. O triptofano, também
aromatico e precursor do AlA, sofreu decréscimo aos 15 dias e subsequente acréscimo ao longo

do restante do periodo analisado (Figura 12).
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Figura 11. Contetido dos aminoacidos livres (ug/g de MF + DV), participantes da via de biossintese de
poliaminas ornitina (ORN), arginina (ARG) e metionina (MET) na semente madura de O.

odorifera e apos 15, 30 e 45 dias de semeadura. Letras diferentes representam diferencas

estatisticas.
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Letras diferentes representam diferengas estatisticas.
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2.5.3. Poliaminas

Com relagdo, ao conteudo das PAs totais (livres + conjugadas), na semente madura,
verificou-se uma reducao apos 15 dias de semeadura, seguido de aumento apés 30 dias, e
novamente uma reducdo apos 45 dias, quando do aparecimento da radicula. A relagdo entre a
putrescina (Put) e a soma de espermina (Spm) e espermidina (Spd), que apresentou um

decréscimo, apos 45 dias em relagéo a semente madura (Figura 13).
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Figura 13. Conteudo de poliaminas (PAs) totais (livres + conjugadas) (ug/g de MF + DV) e relagao Put
(Spm+Spd), na semente madura de O. odorifera e apds 15, 30 e 45 dias de semeadura. Letras

diferentes representam diferencgas estatisticas.
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Em relacdo ao conteudo de PAs livres (Figura 14), em relacdo as sementes maduras,

destaca-se (p<0,05):

a) o conteudo de PAs livres totais aumentou apds 30 dias, decrescendo apos 45 diasde
semeadura;

b) a Spm foi a PA mais abundante nas etapas finais do processo germinativo, aos 30 e 45
dias. Seu padrao de variacao foi similar ao observado para as PAs livres;

c) A Put manteve-se estavel durante os primeiros 30 dias, decrescendo apods 45 dias;

d) A Spd manteve-se estavel durante todo o processo, e foi a PA menos abundante nos
primeiros 30 dias;

Com relacao ao conteudo das PAs conjugadas (Figura 14), observou-se que:

a) As PAs conjugadas totais apresentaram queda apds 15 dias, mantendo-se estavel até
os 30 dias, e seguida de aumento apds 45 dias;

b) A Put manteve-se estavel até os 30 dias, aumentando apds 45 dias;

c) A Spm foi a PA conjugada menos abundante ao longo de todo o processo. Apresentou
queda apos 15 dias, mantendo-se estavel até os 30 dias, aumentando aos 45 dias apés a
semeadura;

d) A Spd decresceu aos 15 dias e aumentou aos 30 dias, com tendéncia a estabilizagdo no

restante do processo.
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Figura 14. Poliaminas (PAs) livres e conjugadas (ug/g de MF + DV) na semente madura de O. odorifera e

apos 15, 30 e 45 dias de semeadura. Put = putrescina, Spd = espermidina, Spm = espermina.

2.5.4. AlA e ABA

Em relagao aos reguladores vegetais, AlA e ABA, foi observado (Figura 15):

a) o conteudo de ABA apresentou redugao apos 15 dias, mantendo-se estavel até os 45
dias, quando apresentou aumento em relagédo aos 15 e 30 dias;

b) inversamente ao discutido para o ABA, o conteudo de AIA aumentou durante os
primeiros 30 dias, com uma reducéo apds este periodo. Entretanto, o valor final, apds 45 dias, é

superior ao observado na semente madura e apos 15 dias.
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Figura 15. Conteudos (pg/g ou ng/g de MF + DV) de acido indol-3-acético (AlA) e acido abscisico (ABA) na
semente madura de O. odorifera e apdés 15, 30,e 45 dias de semeadura. Letras diferentes

representam diferengas estatisticas.
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2.6. Proteinas

No presente trabalho, o conteludo de proteinas totais decresceu aos 45 dias em relagdo as
sementes maduras (Figura 16).
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Figura 16. Conteudo proteinas totais (mg/g de MF + DV) na semente madura de O. odorifera e apés 15, 30

e 45 dias de semeadura. Letras iguais representam auséncia de diferencas estatisticas.
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Figura 18. Geéis 2-DE representativos de O. odorifera, corados em prata, em gradiente de pH 4-7, a partir de 40 ug de proteinas apds 30 e 45 dias de semeadura.
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A partir da analise dos géis de gradiente de pH 4 a 7 (Figuras 17 e 18), pode-se concluir
que:

a) o numero de spots ndo variou de forma significativa ao longo do processo germinativo
(Figura 19)

b) 455 spots foram identificados no gel representativo da semente madura, sendo apenas

36 exclusivos deste estadio e nenhum destes apresentando alta abundancia;

600
a
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S 400 A a
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S
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E 200 -
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Tempo (dias apés semeadura)

Figura 19. Numero de spots na semente madura de O. odorifera e apos 15, 30 e 45 dias de semeadura. As

letras iguais representam auséncia de diferengas estatisticas.

Diante desses resultados, foi realizado o teste ANOVA em todos os spots considerados
candidatos a marcadores do processo germinativo de O. odorifera, sendo escolhidos 39 spots
(Tabela 2), sendo:

a) 26 apresentaram reducao de abundancia (% de volume) ao longo do periodo analisado,
sendo 11 deles estavam presentes apenas até os 30 dias de semeadura e 1 exclusivo da semente
madura;

b) 2 aumentaram durante o processo germinativo, sendo um deles ausente na semente
madura;

c) 10 sofreram tanto redugdo quanto aumento de abundancia ao longo do processo

germinativo.
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Tabela 2. Proteinas com variacdo de abundancia na semente madura de O. odorifera e apos 15, 30 e 45

dias de semeadura.

Identificac&o do spot

Ponto isoelétrico (pl)

Massa molecular (kDa)

Abundancia
(% Volume)

21 4.76 94 f .
0
94 05
22 4.73 0.95 |
0
94 05
23 5.18 02 |i
0
0.5
25 5.12 93 o i
0
0.5
28 5,07 91 0.5 “
0
0.5
33 4,74 89 o |
0
0.5
34 4,78 89 0.25 |
0
1
53 4,75 75 05 i
0
4,71 05
54 75 0 |i
0
1
58 4,80 73 o |
0
0.5
61 4.75 71 0.5 |
0
0.5
62 4,86 71 o H
0
69 5,16 66
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42
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40

5,23

4,82

4,76

4,90

6,51

4,84

6,70

6,85

6,51

6,00

5,27

6,49

6,70

6,60

70

109

113

125

127

128

130

141

157

164

165

169

171

172
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1.5

0.5

0.5

0.5

0.2
0.1

40

40

39

36

29

29

25

24

63

31

95

31

25

6,25

4,82

4,89

4,59

6,28

5,93

4,71

5,50

5,05

5,50

4,79

5,93

5,49

173

175

176

190

221

223

250

254

344

501

937

948

954
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5. DISCUSSAO

Os aminoacidos constituem parte fundamental no metabolismo do nitrogénio, representando
o produto inicial da assimilagao primaria deste composto (Ortiz-Lopez et al. 2000). Durante o
desenvolvimento da semente, os aminoacidos sao armazenados na forma de proteinas, sendo a
sua taxa de sintese controlada, principalmente, pela disponibilidade dos aminoacidos: acido
glutdmico, glutamina, acido aspartico e asparagina, ou pela taxa de conversao destes em outros
aminoacidos nos tecidos de reserva (Bewley e Black 1994, Silveira et al. 2004b, Santa-Catarina et
al. 2006). Aléem da sintese de proteinas, os aminoacidos estdo relacionados com diferentes
processos do metabolismo primario e secundario nos vegetais, atuando direta e/ou indiretamente
nos varios aspectos ligados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (Corruzi e Last et al.
2000).

No presente trabalho, os aminoacidos identificados em maior quantidade na semente
madura foram: aspartato, asparagina, glutamina e glutamato (Tabela 1), conhecidos como
transportadores de nitrogénio nas plantas (Oliveira et al. 2001).

O nitrogénio (N), assimilado na forma de glutamato e glutamina, & prontamente assimilado
no metabolismo das plantas. Esses aminoacidos atuam como doadores de nitrogénio para
biossintese de outros aminoacidos, acidos nucléicos e outros compostos nitrogenados.
Alternativamente, eles podem ser incorporados aos aminoacidos aspartato e asparagina (Lea et
al. 2006). A asparagina funciona como transportador e estoque de nitrogénio nas plantas
(Azevedo et al. 2006). Destaca-se ainda que o aspartato, além de estar envolvido na translocagao
de nitrogénio, & precursor da sintese de asparagina, treonina, metionina, lisina e isoleucina (Lam
et al. 1995).

A predominéncia do aminoacido asparagina, durante o processo germinativo, (Figuras 6 e
7) evidencia a importancia deste aminoacido na germinagcao das sementes de O. odorifera. Tal
predominancia também foi observada para a germinacdo de sementes de Ocotea catharinensis
(Dias et al. 2009). O metabolismo da asparagina tem sido objeto de intenso estudo em diferentes
sistemas vegetais, e os resultados deste trabalho reforcam sua importancia na producédo desse
aminoacido, durante o desenvolvimento da plantula. Segundo Lea et al. (2006), a asparagina se
acumula, na maioria dos 6rgaos das plantas, durante periodos de baixa sintese protéica e de
reduzido suprimento de nitrogénio, além de participar do processo da germinacdo de sementes.
Gianinno et al. (2008) observaram que, plantulas de alface transgénicas, capazes de produzir
maior quantidade de asparagina e aspartato que as selvagens, eram capazes de produzir folhas
de maior area e massa seca, além de desenvolverem folhas e floracdo precoces, em relacédo as
plantas selvagens. Em outro estudo, Herrera-Rodriguez et al. (2006) demonstraram que, durante a
germinagdo de sementes de girassol, existe um tipo especifico de asparagina sintetase, a qual
atua preferencialmente na sintese de asparagina durante a germinagdo e expansdo dos

cotilédones.
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Nas plantas, a asparagina, formada pela amidagcdo do aspartato ou aménio € um
metabdlito-chave para o transporte de N (Lea et al. 2006). A asparagina sintetase possui
importante papel na mobilizacdo de fontes de N, convertendo estoques de proteinas em
asparagina, a qual é transportada para os apices em crescimento. Varias caracteristicas quimicas
fazem com que a asparagina seja um veiculo de N conveniente para translocagdo na planta.
Incluem-se nestas caracteristicas, a sua solubilidade mais elevada, em relagdo aos ureideos, e o
fato de apresentar maior relagdo nitrogénio/carbono. Adicionalmente, a asparagina apresenta
maior estabilidade, estrutural e quimica, quando comparado com a glutamina (Urquhart e Joy
1981), favorecendo o transporte em longas distancias (Oliveira et al. 2001). Normalmente, este
aminoacido é considerado como doador de nitrogénio para a biossintese de um grande numero de
compostos necessarios durante a germinagdo das sementes (Lea et al. 1989, Bewley e Black
1994, Radwanski e Last 1995, von Wettstein et al. 1995). Durante a germinagdo de sementes de
Pinus foi observada uma alocagao preferencial de asparagina no hipocétilo, sendo posteriormente
degradada para o fornecimento de nitrogénio para a produgdo do sistema vascular secundario
(Canas et al. 2006). Destaca-se que, nas espécies arboreas, a asparagina € responsavel por 24-
76% do nitrogénio presente no xilema (Lea et al., 2006).

Quanto ao aumento no conteudo total dos aminoacidos, sugere-se que, além da funcdo de
suprir as demandas de nitrogénio requeridas pela plantula, os aminoacidos atuariam, como
agentes osmoticos, necessarios para completar o processo germinativo. De acordo com Bove et
al. (2001), nas etapas anteriores ao alongamento da radicula, novos processos fisiolégicos se
estabelecem, preparando o embrido para a expansao do eixo embrionario. Estes processos
estariam relacionados com o aumento nos conteudos de aminoacidos, agucares e ions potassio.
Estas substancias, osmoticamente ativas, favoreceriam a entrada de agua nas células, permitindo
o seu alongamento (Bove, 2001).

Os demais aminoacidos avaliados apresentaram variagdes ao longo de todo o processo
germinativo. Excecéo foi feita a lisina, que permaneceu estavel durante todo o processo (Tabela
1). Normalmente em plantas, a lisina € acumulada em baixas quantidades, comparadas aos
demais aminoacidos. A alta quantidade deste aminoacido, em mutantes de soja transgénica,
provoca a formacdo de folhas com morfologia enrugada e sementes com baixa taxa de
germinacao (Coruzzi e Last 2000). Para N. sylvestris, altas quantidades deste aminoacido
promoveram um decréscimo no conteudo de clorofila, e alteragbes no desenvolvimento
vegetativo, como por exemplo, a perda da dominancia apical e alteragdo na morfologia e tamanho
das folhas (Ghislain 1995). Os aminoacidos glutamina e a histidina, diferentemente dos demais
aminoacidos, tiveram seus conteudos reduzidos, nos primeiros quinze dias apés a semeadura
(Figura 9).

Os aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina e triptofano) apresentaram uma

tendéncia de aumento ao longo do processo germinativo (Figura 12). As plantas utilizam as
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etapas de biossintese destes aminoacidos para a produgdo de numerosos metabdlitos
secundarios aromaticos como o hormdnio AlA, pigmentos (antocianinas), compostos com fungdes
defensivas (fitoalexinas e alcaldides ativos) e estruturais. (Yoshida 1969). Embora o conteudo de
aminoacidos aromaticos nos tecidos serem baixos, em relacdo aos demais aminoacidos, as
plantas produzem quantidades abundantes de metabdlitos secundarios, induzidos a partir destas
vias, quando sédo submetidas a injurias ou infec¢ao por patdgenos (Raskin, 1992). O aumento na
producdo dessas substancias, durante o processo germinativo, deve ter importante papel na
protecao contra patdégenos e a injuria, nesta etapa do desenvolvimento. Durante esta fase, o eixo
embrionario é exposto para o ambiente externo, devendo ser submetido as condi¢gbes adversas
durante o desenvolvimento radicular.

O aumento do conteudo de triptofano, identificado no presente trabalho, coincide com a
etapa na qual a emissao da radicula foi observada. Provavelmente, 0 aumento deste aminoacido
foi responsavel pelo pico de AlA, observado em periodo imediatamente anterior ao alongamento
que, por sua vez, deve ter sido um estimulo para o alongamento da radicula (Hager, et al., 1971).

O aumento de AIA e a redugado nos niveis de ABA identificados neste trabalho, foram
semelhantes ao observado para sementes de O. catharinensis (Dias et al. 2009), onde observou-
se que: a) o conteudo de AIA aumenta no inicio do processo de germinacao, seguido pelo
decréscimo e estabilizagdo; b) o ABA apresentou queda no inicio da germinagcédo. Resultados
semelhantes em relagdo ao AIA também foram obtidos durante a germingédo de Pinus sylvestris,
em que os niveis de AIA sdo maiores nos estadios iniciais, durante a fase de embebicéo, e
decrescem no momento em que ocorre o alongamento da raiz (Ljung et al. 2001).

A descoberta sobre os efeitos do ABA no alongamento celular ndo sao recentes, e
remontam os estudos de Evans (1978). Silva et al. (2008), trabalhando com sementes de café,
observaram que, a manutencao de altos niveis de ABA podem inibir os processos relacionados ao
alongamento, expanséao e divisdo celular celular. Karssen et al., (1983) em estudos com mutantes
deficientes ou insensiveis ao ABA, demonstraram que a auséncia deste horménio reduziria as
camadas de mucilagem ao redor da testa, facilitando a absorcdo de agua e oxigénio pelas
sementes.

O metabolismo do ABA é regulado pelo fitocromo (Gutierrez et al. 2007) ocorrendo um
declinio deste fitorregulador durante o inicio do processo germinativo, o resultante tanto da
supressao da sintese de novo quanto da ativagao do catabolismo (Feurtado et al. 2004, Kushiro et
al. 2004). O ABA atua de forma antagbnica as GAs, conhecidas como promotoras e
mantenedoras do processo germinativo (Kermode 2000). De acordo com Ali-Rachedi et al. (2004),
apos a embebicao, as sementes estabelecem um catabolismo especifico que resulta na reducéo
dos niveis de ABA e sintese das GAs. As GAs, por sua vez, participam da regulacdo da
biossintese do ABA, promovendo a sua inibigdo (Gutierrez et al. 2007). O balango de ABA/GA é

fundamental para o processo de maturagao e germinagao, de forma que o balango favoravel para
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ABA promove a maturacdo e inibe a progressao do ciclo celular, crescimento e germinagdo do
embrido (Curaba et al. 2003, Gazzarini et al. 2004). A importancia desta relacdo ABA/GA para a
germinagdo, também pode ser reconhecida nas sementes dormentes, que ndo germinam mesmo
quando embebidas (Finch-Savage et al. 2006). Esta situagdo pode ser explicado pela
incapacidade de promover o catabolismo de ABA, mantendo altos niveis desta substancia (Ali-
Rachedi et al. 2004).

Durante o inicio maturagao das sementes de Arabidopsis, foi descrito a interagdo entre AlA
e ABA. Neste sistema, o AIA ativa o fator de transcricdo FUS3, que modula a producao de ABA
(Gutierrez et al. 2007). Entretanto, estudos relacionando os conteudos de AlIA e o ABA durante o
processo germinativo sdo praticamente inexistentes na literatura. Neste trabalho, observou-se,
ap6s 30 dias de semeadura, quando ocorre o intumescimento do eixo embrionario e inicio do
alongamento, os menores valores de ABA livre coincidem com os maiores conteudos de AlA.
Assim, os resultados apresentados neste trabalho sugerem a existéncia de uma relagdo entre o
processo germinativo e o balanco ABA/AIA, durante o processo germinativo de O. odorifera. Neste
caso, assim como na relagao entre ABA/GA, baixos niveis de ABA e altos niveis de AlA estariam
positivamente relacionados com a emissao da radicula.

Como ja mencionado anteriormente, em sementes ortodoxas, a continuidade do
desenvolvimento do embrido em plantula, interrompido durante a maturacdo, € ativado pela
absorgdo de agua. (Han et al. 2007). Entretanto, as sementes estudadas no presente trabalho, por
serem recalcitrantes, apresentam o processo germinativo como uma continuidade do processo de
maturacdo da semente, ja que sado liberadas com altos teores de agua (Berjak e Pammneter,
2008). De acordo com Lopez-Molina et al. (2001), a interrup¢ao do processo germinativo logo
ap6s a maturacao, representaria um mecanismo adaptativo que aumenta a sobrevivéncia das
sementes quando a umidade do solo é baixa. Estes autores relacionaram o gene ABI3, que
expressa um fator de transcricdo relacionado ao ABA, como um dos responsaveis pelo acumulo
de reservas, aquisicao de tolerancia a dessecacdo e imposicdo de dorméncia. Os mutantes
incapazes de expressar este fator ndo apresentaram dorméncia e apresentaram deficiéncias em
relagdo a producéo de proteinas durante a maturagdo. Faltam estudos sobre o comportamento e
os efeitos desse gene em espécies recalcitrantes, que nao apresentam tal interrup¢cao metabdlica
e, portanto, ndo apresentam dorméncia, mas sao capazes de acumular reservas e disponibiliza-
las durante o processo germinativo.

Pesquisas envolvendo as PAs no processo germinativo sdo escassas. Neste trabalho,
investigou-se as variagbes destes compostos ao longo do metabolismo germinativo, e a sua
relagdo com os demais compostos envolvidos no processo. Em relacdo aos aminoacidos
relacionados a biossintese de PAs: metionina (precursor indireto), ornitina e arginina (precursores
diretos), o aumento no conteudo enddgeno desses aminoacidos, observado apds 30 dias de

semeadura, pode estar relacionado com o aumento no conteudo das PAs livres, no mesmo
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periodo. Por outro lado, o declinio das PAs livres, observado apds 45 dias de semeadura, pode
ser decorrente do aumento da taxa de conjugagdo de PAs, nas sementes de O. odorifera. Esta
situacédo pode refletir ainda, o conteudo da Spd, ou seja, sua maior abundéancia entre as PAs
livres, e menor abundancia dentre as PAs conjugadas. Salienta-se que, a conjugagado pode ser
considerada como uma forma de controle da concentracao intracelular das PAs (Bagni e Pistocchi
1990, Katerova e Todorova 2009).

Diversos estudos tém relatado os efeitos fisioldogicos das PAs, considerando-se néao
apenas os seus conteudos individuais, mas também as combinagdes entre elas. Shoeb et al.
(2001) propuseram que a relagdo Put/Spd constitui importante biomarcador da capacidade
regenerativa em plantas. Papadakis et al. (2005), em estudos com protoplastos de tabaco,
evidenciaram que os niveis mais elevados de Put em relagdo a soma de Spd e Spm, podem estar
associados a totipotencialidade. Para a embriogénese zigética, foi sugerido que a Put possui
importancia fundamental no inicio da embriogénese, quando a taxa de divisdo celular é alta. Os
altos conteudos de Spd e/ou Spm, seriam essenciais, na fase final do desenvolvimento do
embrido, quando o crescimento esta relacionado, especialmente, ao alongamento celular (Astarita
et al. 2003b, Santa-Catarina et al., 2006). A relagdo de PAs livres Put/(Spd+Spm) durante a
germinagdo de O. odorifera diminuiu nas sementes germinadas, em relacdo as sementes
maduras. Como a emissao da radicula € resultante, principalmente, do alongamento de suas
células, a associacao de baixos valores da relagao Put/(Spd+Spm) com alongamento celular pode
ser corroborada no presente trabalho.

Embora existam varios estudos sobre a mobilizacdo de proteinas em espécies vegetais,
estudos da alteracdo dos perfis protéicos ao longo do processo germinativo de sementes
recalcitrantes e ortodoxas sido bastante escassos. No presente trabalho, a analise dos perfis
protéicos durante a germinacao de O. odorifera, utilizando a eletroforese bi-dimensional, permitiu
evidenciar alteragdes quantitativas e qualitativas nos extratos protéicos dos diferentes materiais. A
analise das imagens digitalizadas dos géis bi-dimensionais permitiu a identificacao de 455
polipeptideos, no decorrer dos 45 dias de germinagéo analisados. Destes, 39 polipeptideos foram
selecionados como marcadores do processo germinativo em O. odorifera.

Dentre estes spots selecionados, o perfil apresentado pelo spot 250 sugere a agédo de
enzimas relacionadas ao estresse oxidativo. Ao longo do processo germinativo foi observado um
aumento na porcentagem de volume deste spot, sendo o seu peso molecular e o ponto isoelétrico
(pl) semelhantes aos observados para ascorbato peroxidase e glutationa transferase em O.
catharinensis (Dias 2009). Como o teor de agua nas sementes ¢ alta desde a semente madura,
este fato sugere que o aumento da oxidacdo seja decorrente de outros fatores que ndo a
reidratagdo e o aumento das taxas respiratérias, como observado nas sementes ortodoxas. Dessa
forma, a oxidacdo observada, seria conseqiiéncia de outros eventos relacionados a germinacgao.

Um exemplo seria o alongamento radicular, ja que tais proteinas estdo em maior abundéancia
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quando o mesmo encontra-se intumescido, caindo drasticamente apés a emissao da radicula.
Além disso, o0 aumento da abundancia dessas proteinas ja foram relacionadas com outros eventos
relacionados a germinagédo, como aqueles relacionados ao ciclo celular (De Castro et al. 2000,
Vasquez-Ramos e Sanchez, 2003), enfraquecimento do endosperma pela atividade de hidrolases
(Groot et al. 1988, Bradford et al. 2000) e mobilizagdo dos estoques de proteinas (Job et al. 1997).

Os spots 954 e 254 (aproximadamente com 25 kDa) também apresentaram aumento de
abundancia ao longo do periodo observado. A analise comparativa com os mapas estabelecidos
para O. catharinensis (Dias 2009), sugerem que estas proteinas possam estar relacionadas com
enzimas do tipo protease e hidrolase. Durante a germinagdo estas enzimas podem ser
sintetizadas ou ativadas pela mobilizagdo ou modificagdo dos componentes da parede celular
necessarios para o alongamento radicular (Chiban et al. 2006).

Os grupos protéicos representados pelos spots 127 e 130 apresentaram diminui¢cdo de
abundancia ao longo do periodo observado e sdo semelhantes (peso molecular e pl) aos spots
identificados como GDP-manose-3',5 epimerase, identificadas em sementes maduras de O.
catharinensis (Dias, 2009) e Araucaria angustifolia (Balbuena et al. 2009). Em plantas, esta
enzima esta envolvida no processo de sintese de polissacarideos de parede celular e
glicoproteinas a partir de GDP-D-manose, e participa da via de producao de acido ascorbico de
novo a partir da formagao de GDP-L-gulose (Wolucka 2003).

Durante a germinacdo de sementes de Arabidopsis, Gallardo et al. (2001) identificaram
1300 polipeptideos. Dentre estes apenas 74 apresentaram variagdo ao longo do processo, e
destes apenas 12 relacionados com funcdes regulatérias. Os autores puderam identificar
proteinas marcadoras das principais fases do processo germinativo incluindo: embebigao,
mobilizacao dos estoques de reserva da semente e alongamento da radicula. Este fato corrobora
a hipétese de que, aparentemente todos os componentes necessarios para a atividade metabdlica
durante a germinagéo estdo presentes em formas potencialmente ativas em sementes maduras
dessecadas, incluindo mRNAs, proteinas ribossomais e fatores de iniciagdo ao alongamento
(Gallardo et al. 2001), sendo o potencial para a germinagdo programado durante o processo de
maturagao (Catusse et al. 2008).

Os spots referentes aos numeros 21, 22, 23, 25, 28, 33 e 34 e que apresentam queda de
abundancia durante o periodo observado e sdo indetectaveis aos 45 dias apos semeadura
apresentam massa molecular e pl compativeis a subunidades de (-conglicinina. Esta proteina,
que se acumula em altos niveis, durante o desenvolvimento da semente de soja (Meinke 1981)
representa um tipo de vicilina com importante papel de reserva protéica (Than e Shibasaki 1978,
Bourgeois et al, 2009). De acordo com o comportamento observado no presente trabalho, sugere-
se que esta vicilina seja também importante fonte nitrogenada para o processo germinativo de O.
odorifera e caracterizar uma fonte para o aumento dos aminoacidos observados durante o

processo.
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A futura identificacdo dos spots, considerados neste trabalho como marcadores do
processo germinativo, trardo novas informagdes sobre a germinacédo de espécies recalcitrantes e
poderdo evidenciar diferencas inéditas entre a germinacdo desse tipo de semente com as

sementes ortodoxas.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os parametros bioquimicos contemplados neste estudo fornecem informacdes a respeito do
metabolismo envolvido durante o processo germinativo de sementes recalcitrantes. E importante
ressaltar que a literatura existente referente a germinacao é baseada quase em sua totalmente em
sementes ortodoxas de espécies modelo.

A variacdo no conteudo dos aminoacidos, como elementos precursores, pode ser
relacionado com a variacdo no conteudo de PAs, AIA e ABA. O aumento no conteido de
asparagina sugerem importante papel da deste aminoacido no processo germinativo de O.
odorifera. A relagdo entre as PAs livres Put/(Spd+Spm), favoravel principalmente a Spm, e o
aumento da conjugacdo de Put, durante o periodo de alongamento radicular corroboram os
resultados de trabalhos anteriores (Santa-Catarina et al. 2006, Dias et al.,, 2009) e apontam
relacdo entre Spm e alongamento celular. A relagdo entre os contetdos de AIA e ABA, estudo
praticamente inexistente para o processo germinativo, aponta para uma relagdo antagénica entre
os reguladores, abrindo perspectiva de estudos mais aprofundados sobre possivel uma interagcéo
entre estes reguladores, de forma similar aos efeitos da interacdo de ABA e GA na germinacéo.

A analise do acumulo diferencial de proteinas, associada a futura identificacdo das
mesmas, trara um componente robusto complementar aos parametros relatados acima e permitiu
a identificacdo de marcadores do processo. Os trabalhos de protedémica durante a germinacao de
sementes recalcitrantes sdo praticamente inexistentes. No presente trabalho, observou-se
variacdo quantitativa na abundancia das proteinas em detrimento de variacdo qualitativa de spots
ao longo do periodo observado. Praticamente todos os spots observados na semente madura
foram observados durante a germinagao, salvo um pequeno numero que aparece ao longo do
processo.

Diferentes estudos apontam sugerem similaridade entre a embriogénese e germinagao
somatica e zigdtica (Dias et al. 2009). Assim, os resultados obtidos no presente trabalho podem
contribuir para a elucidacéo e otimizagdo dos protocolos de embriogénese somatica e conversao
de embrides somaticos em plantulas, a partir da mimetizagao in vitro das alteragdes fisiolégicas
observadas. A producdo massal de embrides com alta taxa de conversdo promovera sua
utilizagdo em programas de recuperacdo dessa especie e de outras espeécies recalcitrantes
complementando estudos que vém sendo desenvolvidas no Laboratério de Biologia Celular de
Plantas (BIOCEL — USP).
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