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INTRODUCAO

A Caatinga € um bioma unicamente brasileiro, distribuido principalmente no
semiarido nordestino. Este bioma é dominado por espécies arbdreas e arbustivas de pequeno
porte com caracteristicas xerofiticas, apresentando patrimodnio bioldgico diversificado com
ocorréncia de espécies endémicas (Pinheiro e Nair, 2018). Estima-se que a Caatinga esta
reduzida em 50% da sua area original devido a pressdo antrdpica, especialmente envolvendo
atividades extrativistas (Dantas et al., 2014). De fato, o desflorestamento visando o uso de
areas para praticas agricolas tem resultado na fragmentacdo da vegetacdo sob a forma de
mosaico, em diferentes estagios de regeneracdo natural (Rodrigues et al., 2018).

Tendo em vista o processo de degradacdo do bioma, espécies da familia Fabaceae vém
recebendo atencdo por causa do seu papel ecolégico como pioneiras (Rodrigues et al., 2018).
A Erythrina velutina Willd, popularmente conhecida como mulungu, € uma espécie nativa da
Caatinga, helidfila, decidua, comumente encontrada em formacBGes secundarias e
recomendada para plantios mistos com fins de repovoamento (Carvalho, 2008).

A compreensdo do processo germinativo desta espécie é fundamental, pois este
periodo é decisivo para a sobrevivéncia da plantula, j& que ela esta suscetivel a estresses
ambientais, como escassez de dgua e a herbivoria (Soriano et al., 2013). Este processo tem seu
inicio com a absorcdo de agua pela semente, propiciando a reativacdo do metabolismo e
culminando com a emissao da radicula (Rosental et al. 2014). A partir deste ponto, inicia-se 0
estabelecimento da plantula, evento marcado pela mobilizacdo das reservas que fornecem
precursores biossintéticos e energia metabolica para a plantula em desenvolvimento até que
ela possa realizar a fotossintese e se torne autotréfica (Gommers e Monte, 2017).

Neste sentido, o presente trabalho almeja caracterizar a mobilizacdo das reservas de
carbono nos diferentes Orgdos da plantula ao longo da germinagcdo da semente e do
estabelecimento da plantula em E. velutina.

Para tanto, sementes obtidas de arvores matrizes foram escarificadas, desinfetadas,
embebidas em &gua destilada, germinadas entre folhas de papel toalha sob condicdes
controladas por até nove dias. As plantulas foram transferidas para agua destilada em sistema
hidropbnico e foram cultivadas em casa de vegetacdo por até oito dias, coletando-se 0s
cotilédones em estagios fisioldgicos discretos, incluindo semente embebida, protrusdo da
radicula, emissdo do hipocétilo, abertura do gancho plumular, emissdo das folhas cordiformes
e brotamento da primeira e da segunda folha trifoliolada.

As sementes de E. velutina apresentaram cerca de 20% de amido e 11,6% de lipideos
em base de MS. Estas reservas majoritarias foram mobilizadas de forma sincrénica e mais
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intensa a partir da abertura do gancho plumular, ao passo que os agucares solUveis totais e ndo
redutores foram utilizados a partir do estagio anterior, durante a emissdo do hipocotilo. O
esclarecimento destes processos pode auxiliar na compreensao das estratégias utilizadas por
E. velutina para a colonizagdo do ambiente como espécie pioneira da Caatinga.

METODOLOGIA

Sementes de E. velutina foram coletadas de cinco arvores matrizes localizadas na
regido de Acari (RN), beneficiadas manualmente, acondicionadas em sacos de papel pardo e
mantidas em refrigerador. Estas sementes foram escarificadas mecanicamente com lixas,
lavadas com detergente diluido 1:500 por 30 s e enxaguadas em agua corrente. Em seguida, as
sementes foram desinfetadas com etanol 70% (v/v) por 30 s e NaCIO 0,25% (m/v) por 3 min,
lavadas trés vezes e embebidas por 2 h em agua destilada estéril. A semeadura foi realizada
entre folhas de papel toalha, do tipo Germitest®, dispostas na forma de rolos e as sementes
foram incubadas sob condic¢des controladas (radiagao fotossinteticamente ativa de 80 umol m-
25!, fotoperiodo de 12 h e 28 + 2°C) por até nove dias.

Em um experimento do tipo curva de tempo, as plantulas foram transferidas para agua
destilada contida em vasos plasticos com capacidade para 1 L e estes sistemas hidropdnicos
foram cultivados em casa de vegetacdo por até oito dias, realizando-se coletas periddicas de
acordo com estéagios fisiologicos discretos. A germinacdo foi caracterizada no estagio de
semente embebida (estdgio 1) e no de protrusdo da radicula (estadgio IlI). Durante o
estabelecimento da plantula, foi possivel caracterizar a emissdo do hipocétilo (estagio I1), a
abertura do gancho plumular (estagio 1V), a emisséo do par de folhas cordiformes (estagio V)
e 0 brotamento da primeira folha trifoliolada (estagio VI) e o da segunda (estagio VII). Nas
coletas, os cotilédones foram pesados, acondicionados em envelopes de papel aluminio e
congelados a -80°C até a realizacdo das determinacdes bioquimicas.

A quantificacdo dos lipidios neutros (LN) foi realizada pelo método gravimétrico
(Soxhlet, 1879). Amostras de cotilédones com aproximadamente 200 mg de massa seca (MS)
foram maceradas em gral e pistilo e os LN foram extraidos com 8 mL de n-hexano a 60°C,
durante 5 h, com agitacdo em vortex a cada hora. O sobrenadante foi transferido para tubos do
tipo Falcon previamente pesados. Apos a evaporacdo do n-hexano em estufa a 80°C, a massa
de LN foi calculada a partir da diferenca entre a massa inicial e a final dos tubos e foi
expressa em mg cotilédone™.

As lipases foram extraidas a partir de amostras de cotilédones congelados com 300 a
500 mg, as quais foram maceradas com 1,5 mL de tampé&o fosfato de potassio 50 mM pH 7,5
contendo 2-mercaptoetanol 0,01% (v/v). Depois da centrifugacdo a 10.000 xg por 20 min, 0s
sobrenadantes foram coletados e utilizados como fontes de enzimas. Todos 0s procedimentos
foram feitos a 4 °C. A atividade de lipases foi determinada por meio da hidrélise de 4-
nitrofenil-palmitato, gerando 4-nitrofenol no meio de reacdo (Marriott e Northcote, 1975). A
ativigiade sera calculada utilizando 4-nitrofenol como padrio e sera expressa em pmol g™ MS
min™,

Para extrair os metabdlitos sollveis, amostras com 300 a 500 mg de cotilédones
congelados foram fragmentadas com bisturi e extraidas com 4 mL de etanol 80% (v/v) a 60
°C por 30 min. Depois da coleta dos sobrenadantes, os residuos foram re-extraidos com 4 mL
de etanol 80% (v/v) e uma ultima vez com mais 6 mL de etanol 80% (v/v) nas mesmas
condigdes. Os sobrenadantes foram coletados e reunidos, rendendo 14 mL de extrato por
amostra. Os acUcares soluveis totais (AST) foram mensurados pelo método da antrona
(Morris, 1948), empregando D-glicose como padrdo. Os aclcares ndo redutores (ANR) foram
quantificados por uma modificacdo do método da antrona (Van Handel, 1968), utilizando uma
curva-padréo de sacarose. Os conteidos de AST e ANR foram expressos em pmol g™ MS.
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O amido foi extraido a partir dos residuos obtidos apds a extracdo dos metabdlitos
sollveis. Estes residuos foram macerados com 1,5 mL de HCIO4 30% (v/v) e 0s macerados
foram centrifugados a 10.000 xg por 10 min. Os sobrenadantes foram coletados, enquanto que
os precipitados foram extraidos com 1 mL de HCIO, 30% (v/v) por mais duas vezes. Os
sobrenadantes foram reunidos, perfazendo 3,5 mL de extrato por amostra. Estes
procedimentos foram realizados a 4 °C. O amido foi quantificado pelo método da antrona
(Morris, 1948), utilizando D-glicose como padrédo. Os valores calculados foram multiplicados
por 0,9 para conversédo em amido (McCready et al., 1950) e os resultados foram expressos em
mg cotilédone™.

As amilases foram extraidas de amostras congeladas de cotilédones com 300 a 500 mg
por maceracdo com 1,5 mL de tampdo acetato de potassio 100 mM pH 6,0 adicionado de
CaCl, 5 mM. Apo6s centrifugacdo a 10.000 xg por 20 min, os sobrenadantes foram reservados
e usados como fontes de enzimas. Estes procedimentos foram conduzidos a 4 °C. A atividade
das amilases foi determinada pela liberacdo de acUcares redutores no meio de reacdo, tendo
como substrato o amido soltvel (Elarbi et al., 2009). A concentracdo de acgUcares redutores foi
quantificada com o reagente do 3,5-dinitro-salicilato (DNS) (Miller, 1959), usando uma
curva-padréo de D-glicose, ¢ a atividade foi expressa em pmol g™ MS min™.

Ao longo dos experimentos, amostras foram coletadas aleatoriamente em cada um dos
sete estagios fisiologicos estudados. A unidade experimental foi equivalente a uma plantula.
Os resultados foram avaliados por estatistica descritiva, utilizando média e desvio padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas sementes de E. velutina, foram encontrados contetdos significativos de LN, amido
e ANR, como reservas de carbono. Quando estes conteudos foram calculados como
porcentagem de MS, foi possivel verificar que o amido foi a reserva majoritaria, perfazendo
aproximadamente 20% da semente. O segundo maior contetdo de reservas de carbono foi o
de lipideos, equivalente a cerca de 11,6%. Como esperado, os ANR foram as reservas
minoritarias, representando em torno de 5,7% da semente.

Segundo os resultados deste trabalho, o amido foi a reserva mais frequente nas sementes
de E. velutina, cerca de 20% em base de MS. Em comparacgdo, Carvalho et al. (2011)
inferiram que aproximadamente 10% da MS da semente é composta por carboidratos
digestiveis. Novamente, discrepancias nos contettdos mensurados refletem a metodologia
empregada, uma vez que neste estudo o amido foi quantificado pelo método quimico
McCready et al. (1950) e Carvalho et al. (2011) estimaram o conteldo de carboidratos
digestiveis por subtracdo de outros compostos determinados. Apesar disso, 0 conteldo ANR,
estimado neste trabalho em 5,7% da MS da semente, condiz com aqueles previamente
determinados em sementes de outras espécies, 0s quais variam entre 2 e 6% em base de MS
segundo Black et al. (2006).

Na semente embebida (estagio 1), o conteddo de amido foi equivalente a 40,7 mg
cotilédone™, o qual se manteve praticamente inalterado até a abertura do gancho plumular
(estagio 1V). A mobilizacdo do amido foi mais rapida entre a abertura do gancho plumular e a
emissdo das folhas cordiformes (estagio V), uma vez que o contetdo desta reserva decaiu
64% durante este periodo. Em comparacdo, a mobilizacdo do amido foi mais lenta a partir de
entdo até o brotamento da segunda folha trifoliolada (estagio VII), tendo em vista que o
conteido de amido foi igual a 14,4 mg cotilédone™ no estagio V e diminuiu para 9,1 mg
cotilédone™ no final do experimento.

A atividade de amilases nos cotilédones apresentou um padrdo bifasico de aumento. Na
semente embebida, a atividade mensurada foi de 6,39 pmol g'1 MS min®, a qual aumentou
progressivamente até a emissio do hipocétilo, alcangando 11,61 pmol g MS min™. No
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entanto, a atividade de amilases foi intensificada a partir da abertura do gancho plumular até o
brotamento da segunda folha trifoliolada, atingindo 31,86 pmol g* MS min™. Embora a
atividade destas enzimas tenha aumentado em paralelo com a degradacdo do amido, é curioso
que ela tenha se mantido alta mesmo nos estagios mais tardios do estabelecimento da plantula,
quando o conteddo de amido se manteve mais baixo.

O contetdo inicial de LN foi equivalente a 24,1 mg cotilédone™, observado na semente
embebida. A mobilizacdo dos lipideos de reserva se iniciou a partir da abertura do gancho
plumular e foi mais intensa até o brotamento da primeira folha trifoliolada, considerando que
0 conteudo de LN diminuiu cerca de 82,4% neste intervalo. No entanto, o conteudo destas
reservas se manteve praticamente inalterado do brotamento da primeira folha trifoliolada até o
ultimo estagio fisioldgico estudado.

A atividade das lipases durante a germinacdo e o estabelecimento da plantula
corrobora o padrdo de mobilizacdo verificado para os LN, segundo o qual a atividade
enzimatica na semente embebida (estagio I) foi de 22,45 umol g* MS min™ tendo um
aumento de 493% entre abertura do gancho plumular (estagio 1V) e a emissdo das folhas
cordiformes (estagio V); ao final do estabelecimento, com o brotamento da segunda folha
trifoliolada (estagio VII), foi verificada a atividade enzimatica mais elevada, chegando a
211,27 pmol g™ MS min™.

O processo de degradacdo dos lipideos de reserva envolve diversas enzimas, dentre elas
as lipases participam do processo inicial de hidrélise, dando inicio para a conversdo desta
reserva majoritaria de carbono em acucares, que podem ser transportados para as partes da
plantula em desenvolvimento (Bewley et al. 2013). Este processo coincide com um
decréscimo no contetdo de LN e um aumento da atividade das lipases entre o fim da
germinacdo e o inicio do estabelecimento da plantula.

Durante a germinacdo da semente de E. velutina, ndo foi verificada mobilizacdo
significativa das reservas majoritarias, considerando que os contetdos de amido e LN se
mantiveram praticamente inalterados da semente embebida (estagio 1) a protrusdo da radicula
(estagio I1). Estes resultados corroboram a nocdo de que a mobilizacdo de reservas é um
processo primordialmente pds-germinativo (Bewley et al. 2013). De forma semelhante a E.
velutina, ndo houve diminuicdo do contetido de amido em Caesalpinia peltophoroides (Corte
et al. 2006), assim como ndo foi contatada a utilizacdo do amido em Enterolobium
contortisiliqguum (Veronesi et al. 2014) ao longo da germinacdo. Assim sendo, é possivel que
a germinacdo de sementes de E. velutina tenha sido sustentada pela utilizacdo das reservas
contidas no eixo embrionario, as quais serdo determinadas a posteriori. No entanto, alguns
trabalhos demonstram que a mobilizacdo de reservas majoritarias pode ser iniciada antes do
estabelecimento da plantula em algumas espécies florestais. Por exemplo, houve degradacéo
de amido durante as fases | e Il da embebicdo em sementes de Caesalpinia pyramidalis
(Dantas et al. 2008a) e Schinopsis brasiliensis (Dantas et al. 2008b).

Embora a mobilizacdo das reservas majoritarias de carbono (amido e lipideos de
reserva) tenha ocorrido de forma mais intensa a partir do estagio 1V, a utilizacdo dos aglcares
teve seu inicio no estagio anterior, durante a emisséo do hipocotilo. De fato, o contetdo de
AST e ANR na semente embebida foi de 558,4 e 172,3 pmol g* MS, respectivamente,
mantendo-se quase inalterado até o estagio I1l. Entre a emissdo do hipocotilo e a abertura do
gancho plumular, o contedo de AST e ANR teve decréscimo de 50 e 69,5%, nesta ordem,
evidenciando a utilizacdo destes metabolitos. A partir do estagio IV até o estagio VI, ndo foi
possivel constatar alteragdes significativas no conteudo de AST e ANR.

A utilizacdo dos acucares soluveis ocorreu mais precocemente, em relacéo as reservas
majoritarias, nos cotilédones de E. velutina, pois o contetdo de AST e ANR diminuiu a partir
da emissédo do hipocotilo (Estagio I11). Dentre os agucares solUveis depositados em sementes,
0s ANR tém sido considerados reservas minoritarias, 0s quais correspondem a sacarose e aos
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oligossacarideos da familia da rafinose. Aos ANR sdao comumente atribuidas as funcbes de
manutencdo do estado vitreo e estabilizagdo das membranas em sementes durante a
dessecacgdo, bem como o fornecimento inicial de energia durante a germinacgéo (Bewley et al.
2013; Rosental et al. 2014). Embora ndo tenha sido constatada a utilizacdo dos ANR nos
cotilédones de E. velutina durante a germinacéo, estes compostos, juntamente com os AST,
provavelmente atuaram como fontes acessiveis de energia durante 0s momentos iniciais do
processo de estabelecimento. De forma semelhante, os aclcares solUveis também sustentam o
estabelecimento inicial de C. peltophoroides (Corte et al. 2006) e M. citrifolia (Paula et al.
2016).

CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista que o amido é armazenado em maiores quantidades que as demais
reservas nos cotilédones de E. velutina, é notavel a contribuicdo das amilases no
estabelecimento da plantula, pois 0 aumento da sua atividade coincide com a mobilizacdo do
amido, mas ndo € acompanhado pela acumulacdo de AST e ANR nos cotilédones. Estes
resultados corroboram aqueles previamente verificados em outras dicotiledéneas néo
endospérmicas, nas quais as amilases apresentam um importante papel no desmantelamento
dos granulos de amido no interior dos plastidios, iniciando o processo de mobilizacédo
(Bewley et al. 2013). Considerando que este processo gera agucares livres que podem ser
consumidos nos tecidos de armazenamento ou utilizados na producdo de sacarose para
transporte aos tecidos em crescimento (Dong e Beckles, 2019), o fato de que os contetdos de
AST e ANR se mantiveram praticamente inalterados em paralelo com o aumento da atividade
de amilases, provavelmente esta relacionado a alteracdo da relacdo fonte-dreno durante o
estabelecimento da plantula. No estdgio V, a emissdo das folhas cordiformes ocorre em
paralelo com o crescimento das raizes secundarias, exercendo forca de dreno sobre as reservas
mobilizadas nos cotilédones. O esclarecimento dos processos de mobilizacdo de reservas e
utilizacdo dos seus produtos pode auxiliar na compreensao das estratégias utilizadas por E.
velutina para a colonizacdo do ambiente como espécie pioneira da Caatinga.

Palavras-chave: Espécie pioneira; Estabelecimento da plantula; Germinacdo da semente;
Mulungu.
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