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RESUMO

O ciclo de vida de uma planta com sementes envolve estadios subsequentes de desenvolvimento,
como a formacdo da semente, a germinacédo e o estabelecimento da plantula. Essas etapas juntas
representam a fase critica de intersecdo entre duas geragdes e sdo caracterizadas por profundas
mudangas citologicas, morfologicas, metabolicas e fisioldgicas. Jatropha curcas L.
(Euphorbiaceae) conhecida popularmente como pinhdo-manso, produz sementes ricas em 0leo
com propriedades e aplicagfes em diversos setores industriais, incluindo a producéo de biodiesel.
O presente estudo teve como objetivo caracterizar padrdes morfofisiologicos e elucidar
adaptacfes morfoanatdbmicas envolvendo a embriogénese, maturacdo, germinacdo e o
crescimento de plantulas de J. curcas. Para tanto, foi inicialmente analisado e descrito o perfil
morfofisiologico baseado em 13 estddios de desenvolvimento e maturacdo, associados a
coloragéo do exocarpo do fruto e do tegumento das sementes e descri¢do das estruturas presentes
em cada estadio (Capitulo 1). A andlise das configuracfes do citoesqueleto microtubular durante
embriogénese evidenciou atividade do ciclo celular por meio da presenca de microtubulos
corticais e mitoticos durante a histodiferenciacdo e organogénese. Foi possivel caracterizar um
novo padrdo organogenético de embriogénese revelado pela presenca de radicula
multimeristeméatica e de estdmatos em embrides de sementes de J. curcas (Capitulo 2). Os
embribes multimeristematicos, providos de um meristema apical central e quatro meristemas
laterais, revelaram um novo modelo de formacédo de sistema radicular durante a germinacédo de
sementes e desenvolvimento de plantulas, em que ha protrusdo simultanea de uma raiz principal
maior e quatro raizes adventicias menores, todas crescendo ao mesmo tempo, durante a formacao
inicial do sistema radicular da plantula (Capitulo 3). Os estdbmatos ocorrem na area de transicdo
hipocétilo-radicula e exibem diferentes tamanhos e fases ontogénicas. Estas estruturas
apresentaram um curto periodo de vida, degenerando-se durante o desenvolvimento da plantula,
sugerindo seu funcionamento restrito a etapa de crescimento simultaneo das cinco raizes durante
a germinacéo, aparentemente devido a alta demanda em trocas gasosas e metabolismo energético,

e uma provavel evolugdo para as lenticelas presentes no caule desta espécie (Capitulo 4).

Palavras-chave: Pinhdo-manso. Embriogénese. Citoesqueleto microtubular. Multimeristema.

Estomatos.



ABSTRACT

The life cycle of a seed plant involves subsequent stages of development including seed
formation, germination and seedling establishment. Together these stages represent the critical
phase of intersection between two generations and are characterized by deep cytological,
morphological, metabolic and physiological changes. Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) is
popularly known as physic nut and produces seeds rich in oil with properties that allow its use in
various industries, including the production of biodiesel. This study aimed to advance on the
understanding of morphophysiological patterns and elucidate morphoanatomical adaptations
involving embryogenesis, maturation, germination and seedling growth in J. curcas. Therefore, it
was initially analysed and described the morphophysiological profile based on 13 stages of
development and maturation associated to color of the fruit exocarp and seed coat, and
description of the structures present at each stage (Chapter 1). Analysis of microtubular
cytoskeleton configurations during embryogenesis showed cell cycle activity by the presence of
cortical and mitotic microtubules during histodifferentiation and organogenesis, whilst it was
possible to characterize a new organogenetic profile of embryogenesis revealed by the presence
of a multimeristematic radicle and stomata in embryos of J. curcas seeds (Chapter 2). The
multimeristematic embryos formed by a central apical meristem and four lateral meristems
interconnected by a complex vascular system have revealed a new model of root formation
during seed germination and seedling development, in which there is simultaneous protrusion of
a larger main root and four smaller adventitious roots, all growing at the same time during the
formation of the seedling root system (Chapter 3). The stomata occurred in the radicle-hypocotyl
transition area, exhibited different sizes and ontogenic phases and short lifespan by degenerating
during seedling development. This demonstrates it’s functioning as restricted to the simultaneous
growth stage of the five roots during germination, apparently due to high demand in gas
exchange and energy metabolism, and a likely evolution onto the lenticels present in the stem of
this species (Chapter 4).

Keywords: Physic nut. Embryogenesis. Microtubular cytoskeleton. Multimeristem. Stomata.
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1 INTRODUCAO GERAL

A semente constitui 0 mais complexo e bem sucedido método de reproducdo sexuada em
plantas vasculares e representa uma adaptacdo para a rapida dominancia das angiospermas. O
aumento da fase esporofitica e a reducdo da fase gametofitica e a ampla variedade de adaptagdes
morfolégicas (raizes, folhas, cuticula, estdmatos, etc.) permitem as plantas com sementes
ocorrerem em uma extensa variedade de habitats e dominar a flora terrestre (LINKIES et al.,
2010).

As sementes das Angiospermas se desenvolvem de um évulo fertilizado e consistem de
trés componentes geneticamente diferentes: O embrido desenvolvido a partir do zigoto, que
representa 0 novo espordfito da préxima geracao e é produto da fusdo da oosfera com um nicleo
espermatico; o endosperma, normalmente triploide, formado pela fusdo de dois ndcleos polares
com o segundo nucleo espermatico; e o tegumento ou testa formado a partir de integumentos,
representado pelo tecido maternal do évulo (BOESEWINKEL & BOUMAN, 1995; TAIZ &
ZEIGER, 20009).

O desenvolvimento das sementes abrange duas fases: a morfogénese do embrido
(embriogénese) e a fase da maturacdo. A morfogénese é caracterizada por uma alta atividade
mitética e inicia-se pela dupla fertilizagdo no saco embrionario, dando origem ao zigoto e
endosperma. A primeira divisdo do zigoto é assimétrica e estabelece a polaridade do embrido,
com uma célula apical (calazal) e uma célula basal (micropilar), que formardo o embrido
propriamente dito e o suspensor, respectivamente. Apds consecutivas divisbes mitoticas, as
células resultantes se diferenciam formando os tecidos e 6érgdos do embrido (meristemas,
cotilédones e hipocotilo, por exemplo). Quando as divisdes celulares cessam, 0 embrido entra na
fase de maturacdo. Esta segunda fase € caracterizada pela expansao celular e acimulo de reservas
(agucares, proteinas e lipideos) nos tecidos de armazenamento. A maturidade fisioldgica é o
estadio de méximo acimulo de matéria seca e interrupcdo da translocacdo de substéncias da
planta-méde. Em sementes ortodoxas ha ainda uma terceira fase: a dessecagdo, marcada por um
acentuado declinio no peso fresco devido a perda de agua (BEWLEY & BLACK, 1994; DE
CASTRO & HILHORST, 2004; DUBREUCQ et al., 2010; WEBER et al., 2010).

A germinagdo é a emergéncia de uma nova planta a partir da semente. Esse evento
comeca gquanto o embrido, contido numa semente, retoma as atividades ap0s a embebicdo sob

condicdes favoraveis e se completa com a protrusdo radicular através dos tecidos circundantes
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como tegumento e endosperma (BEWLEY, 1997; MARTIN et al., 2010; RAJJOU et al., 2012).
Sementes com tegumento permedvel geralmente exibem trés fases durante a germinacdo: (1)
embebicdo com intensificacdo da atividade respiratoria; (11) ativacdo dos processos metabolicos e
limitada absorcdo de agua; (I11) protrusdo da radicula embrionaria devido a acentuada atividade
mitotica (BEWLEY & BLACK, 1994; BRADFORD, 1995; NONOGAKI et al., 2010; BEWLEY
etal., 2012).

Durante o crescimento, as plantulas atingem o pico de suas atividades metabolicas
(fotossintese, respiracdo, absorcdo de agua e sais minerais). Nesta fase vegetativa, caracteristicas
estruturais de plasticidade fenotipica garantem modificagdes morfoldgicas adaptativas para
sobrevivéncia nas condi¢des do habitat. Devido a competi¢cdo por espago, 0 rapido crescimento
de raizes e parte aérea é de crucial importancia para o estabelecimento das mesmas (LARCHER,
2003).

O desenvolvimento de plantas envolve varios aspectos, como multiplicacdo celular
(crescimento por divisdo), aumento de volume (crescimento por alongamento) e diferenciacéo de
Orgdos e tecidos. Em células vegetais, os microtabulos, estruturas alongadas e ocas, formados
pelas proteinas a- e B-tubulina, apresentam mudancas na dindmica estrutural durante a progresséo
do ciclo celular e desempenham um importante papel na morfogénese, definindo caracteristicas
que tornam a planta um individuo autotréfico e séssil, mas altamente responsivo ao ambiente que
a cerca (ALBERTS et al., 2002; HASEZAWA & KUMAGAI, 2002; WASTENEYS, 2002;
LARCHER, 2003).

Jatropha curcas L., conhecida como pinhdo manso, é uma espécie oleaginosa com
multiplos usos comerciais e possui ampla distribuicdo geografica no Brasil e no mundo. Pelas
caracteristicas de rusticidade, pode crescer em condi¢cGes ambientais adversas, como climas
semiaridos e solos com poucos nutrientes. Nos plantios comerciais as plantas propagadas por
sementes sdo geralmente preferidas para o estabelecimento de plantagdes com longo ciclo
produtivo para a producéo de 6leo (OPENSHAW, 2000; JOKER & JEPSEN, 2003; ROSADO et
al., 2010).

A fim de se estabelecer estratégias adequadas para o desenvolvimento e producdo de
sementes de J. curcas, é de importancia fundamental a condugdo de pesquisas com diferentes
abordagens, que permitam a obtencdo de resultados descritivos, qualitativos e quantitativos,

consistentes a nivel morfoldgico, fisioldgico, bioquimico e citologico. Desta forma, este estudo
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tem como objetivo investigar e aprofundar o conhecimento do processo de formacdo da semente
de J. curcas, analisando modificagdes fisiologicas e bioquimicas, eventos do ciclo celular, bem
como os aspectos morfologicos durante a germinacdo das sementes e desenvolvimento de

plantulas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Jatropha curcas L.

Jatropha curcas L. (pinhdo manso), espécie pertencente a familia Euphorbiaceae, tem
como possivel centro de origem o México e parte continental da América Central. Os portugueses
reconheceram as propriedades medicinais de J. curcas no século XVI1 e mais tarde estabeleceram
plantacdes comerciais para producdo de sabao e 6leo de iluminacdo nas ilhas de Cabo Verde e
em Guiné-Bissau. Posteriormente foi distribuida para outros paises da Africa e Asia. Atualmente,
sua ocorréncia se estende as zonas de savanas tropicais e mongdes e climas temperados com um
verdo quente e uma estacdo chuvosa (HELLER, 1996; MAES et al., 2009; ACHTEN et al.,
2010). No Brasil, cresce espontaneamente em diversas condi¢Ges edafoclimaticas, abrangendo
uma area que vai do estado do Maranh&o até o Rio Grande do Sul (ROSADO et al., 2010).

Quanto a caracterizacdo boténica, esta espécie apresenta porte arbustivo ou arboreo,
variando 2 a 5 metros de altura. Suas flores sdo pequenas, amarelo-esverdeadas, mondicas e
produzidas na mesma inflorescéncia, onde normalmente uma flor central feminina € circundada
por varias flores masculinas. Eventualmente, também ocorrem flores hermafroditas (DEHGAN &
WEBSTER, 1979; BRASILEIRO et al., 2012; CATZIN-YUPIT et al., 2014). Seus frutos sio
capsulas ovoides, triloculares, com uma semente em cada I6culo (CARVALHO et al., 2009;
LAVIOLA et al.,, 2011). As sementes de J. curcas sdo endospermaticas, apresentam forma
ovalada e caruncula com formato cénico revestindo a regido do hilo. O tegumento possui
coloracdo marrom-escura uniformemente distribuida, com textura porosa e fissuras em sua
superficie (Figura 1A). O embrido dispde de dois cotilédones largos e foliaceos (Figura 1B)
(ARRUDA et al., 2004; LOUREIRO et al., 2013).
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Figura 1. Semente de Jatropha curcas L. (A) tegumento e carincula bem desenvolvida; (B)

eixo embrionéario sobre endosperma com cotilédone folidceo. Fonte: autor.

O ciclo produtivo de J. curcas é longo, podendo alcancar 40 anos e manter uma
produtividade média de sementes de 2 toneladas/ha. Pode ser cultivada numa ampla variedade de
ambientes, com grande tolerancia a altas temperaturas e preferéncia por solos profundos e bem
drenados (OPENSHAW, 2000; AZEVEDO, 2006).

E considerada uma cultura potencial para os tropicos, pois além de crescer em solos
degradados e favorecer a recuperacdo de areas erodidas, as diferentes partes da planta podem ter
mdaltiplas utilidades comerciais. Folhas, raizes e latex do caule tém propriedades medicinais. A
torta processada do exocarpo do fruto e tegumento das sementes pode ser utilizada como adubo.
As sementes contém um alto teor de 6leo (35% - 40%), com uso apropriado para iluminacdo, na
fabricacdo de sabdo, na inddstria de cosméticos e na producdo de combustivel para cozinha e
biodiesel. Uma variedade ndo toxica, proveniente do Mexico e Ameérica Central e que nao
contem ésteres de forbol, pode ser utilizada na alimentacdo humana e animal (JONGSCHAAP et
al., 2007; ACHTEN et al., 2008; ISLAM et al., 2011).

A Agéncia para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e o Fundo Internacional para
Desenvolvimento da Agricultura (IFAD) relataram que a utilizacdo de J. curcas na producdo de
biodiesel poderia favorecer agricultores pobres, principalmente em regides remotas do semi-arido
de paises pobres e em desenvolvimento como India no continente asiatico, Mali e Tanzania na
Africa (BRITTAINE & LUTALADIO, 2010). Em 2008, ja haviam sido plantados mais de
900.000 ha de J. curcas em todo o mundo (85% na Asia, 13% na Africa e no resto da América
Latina), e em 2015 estima-se que esta area seja de 12,8 milhdes de hectares (KANT & WU,
2011). Para 2020, devido as mudangas climaticas previstas, é estimada uma queda global de 11%
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no rendimento da producdo de sementes de J. curcas em areas como Sahel (Africa), leste do
Brasil e Norte da Australia (TRABUCCO et al 2010).

Em “Historia do Brazil”, capitulo VII do livro primeiro de Frei Vicente do Salvador, e
que cobre o periodo de 1500 a 1627, encontra-se a mais antiga referéncia brasileira sobre a
utilidade de J. curcas (OLIVEIRA, 2008). Entre pinturas de naturalistas holandeses do século
XVII, encomendadas por Mauricio de Nassau em 1637, destaca-se um quadro do pintor Albert
Eckhout (Figura 2) onde sdo retratadas diversas plantas do Nordeste brasileiro, entre elas J.
curcas. Pode-se observar que na época ja se fazia o intercambio de plantas entre as diversas

regides da Terra, ndo havendo referéncias especificas sobre a origem desta espécie.

Figura 2. Imagens historicas de Jatropha curcas L. (A) Desenho extraido do livro Albert Eckhout (1641)
— VisBes do Paraiso Selvagem (BRIENEN, 2010). (B) Vista da Sé de Olinda, Frans Post (1662), Oleo
sobre tela, Rijksmuseum, Amsterdam. A seta aponta para Jatropha curcas L.

2.2 Desenvolvimento e maturacdo de sementes

O complexo corpo multicelular das plantas vasculares resulta de um longo processo
evolutivo de especializacdo para a sobrevivéncia no ambiente terrestre (NIKLAS, 1997). Nas
Angiospermas, os padrdes apical-basal e radial do corpo de uma planta sdo estabelecidos logo

apos as primeiras divisdes do zigoto no saco embrionario do évulo. Apds uma sequéncia de
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estadios, que envolve principalmente o fluxo de nutrientes da planta-mée para os tecidos do
6vulo, hé a formacdo de um embrido maduro e da semente (EVERT, 2007: RAVEN, 2007).

Em termos conceituais, as fases de desenvolvimento de sementes podem ser agrupadas
em dois periodos distintos, relacionados a completa formacdo do embrido. O primeiro periodo
geralmente é definido como embriogénese, durante o qual se estabelece o plano no qual o
embrido é formado, incluindo a elaboracdo de formas (morfogénese). Isto acontece atraves de
intensas divisdes mitoticas e diferenciacdo celular, levando a formacgdo de diferentes tecidos
(histogénese) e de estruturas funcionalmente organizadas — organogénese (WEST & HARADA,
1993; GOLDBERG et al., 1994; HARADA, 1997; TAIZ & ZEIGER, 2009). O segundo periodo
é 0 de maturacdo da semente. Esta etapa envolve o acimulo de reservas, mudangas no tamanho e
nos pesos fresco e peso seco do embrido; supressdo de germinacdo precoce; aquisicdo de
tolerancia a dessecacdo; dessecacdo e quiescéncia; e em muitas espécies, a inducdo de dorméncia
(KOORNNEEF & KARSSEN, 1994; VERTUCCI & FARRANT, 1995; HARADA, 1997).

Quanto a tolerancia a dessecacdo, as sementes sdo classificadas como ortodoxas
(tolerantes, podem ser desidratadas até baixo grau de umidade), recalcitrantes (sensiveis a
dessecacdo) e intermediarias, que apresentam um comportamento entre ortodoxo e recalcitrante
(ROBERTS, 1973; ELLIS et al., 1990). A interrupgdo do crescimento do embrido se constitui
numa condicao imposta durante a fase de maturacdo das sementes ortodoxas, mas ndo é essencial
para formacdo de um embrido viavel. Embrides de sementes recalcitrantes ndo passam por um
periodo de interrupcdo do desenvolvimento e quiescéncia metabdlica, sendo intolerantes a
dessecacdo (WALBOT, 1978).

A regulagéo espacial e temporal de todas as etapas envolvidas na formagdo das sementes
requer a acdo combinada de varias vias de sinalizacdo que integram informacg6es de programas
genéticos, sinais hormonais e metabdlicos, permitindo assim a manutencdo e sobrevivéncia das
sementes sob uma vasta gama de condi¢ces ambientais (WOBUS & WEBER, 1999;
GUTIERREZ et al.,2007).

Quando maduras, as sementes apresentam uma diversidade de tamanhos, formas e meios
de dispersdo, bem como diferentes compostos de reserva armazenados (carboidratos, proteinas e
lipideos) que serdo mobilizados para 0 crescimento p6s-germinativo do novo individuo, até a
fotossintese ser eficientemente estabelecida (BEWLEY & BLACK, 1994).
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A maturidade fisioldgica das sementes varia de acordo com a espécie e as condi¢Oes
ambientais predominantes durante sua formac&o. O conhecimento desse estadio de maxima
viabilidade e vigor é de fundamental importancia para a producédo de sementes de boa qualidade
(EDWARDS, 1980; BEDANE et al., 2006). Além dos testes fisioldgicos classicos (ISTA, 1993;
BRASIL, 2009), estudos relacionados aos mecanismos celulares, moleculares e bioquimicos
envolvidos na aquisi¢do do vigor durante o desenvolvimento, germinagdo e armazenamento de
sementes, podem gerar trés grupos de marcadores de qualidade das sementes, dentre eles:
indicadores da deterioracéo celular (acimulo de espécies reativas de oxigénio, oxidacdo de RNA,
etc.); indicadores da eficacia do sistema de protecdo/defesa (agUcares solUveis, enzimas
antioxidantes, etc.); e indicadores da germinacdo, atividade respiratoria, inducdo do ciclo celular,
etc. (CORBINEAU, 2012).

Durante séculos as pesquisas agricolas tém sido direcionadas para a melhoria das
caracteristicas qualitativas e quantitativas associadas aos componentes quimicos das sementes
(BAUD et al., 2008). Dentre estes, os lipideos sdo essenciais a todas as células vivas, pois sdo
componentes obrigatorios de membranas biologicas. Cerca de 95% dos lipideos das sementes sdo
representados por triacilglicerdis e servem como fonte de reserva. Sdo compostos quimicos de
particular importancia na dieta humana e animal, além do uso pelas industrias para producéo de
detergentes, tintas e lubrificantes (MIQUEL & BROWSE, 1995; RAJASSEKHARAN &
NACHIAPPAN, 2010).

2.3 Germinacao de sementes e crescimento de plantulas

O termo germinacdo inclui uma série de eventos que comeca com a absor¢do de agua por
uma semente quiescente e termina com o alongamento e penetracdo do eixo embrionario nos
tecidos circundantes. O sinal visivel de que a germinacdo foi concluida é o aparecimento da
radicula. Eventos subsequentes, incluindo a mobilizacdo das reservas, sdo associados ao
crescimento de plantulas (BEWLEY & BLACK, 1994; BEWLEY, 1997).

Germinacdo € um processo complexo durante o qual a semente deve, de maneira rapida,
se recuperar fisicamente da secagem de maturacdo (no caso das sementes ortodoxas), retomar e
sustentar uma intensa atividade metabolica, completar eventos celulares essenciais ao
crescimento do embrido, e se preparar para posterior crescimento de plantulas (NONOGAKI et
al., 2010).
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Uma semente ndo dormente germina numa variedade de ambientes possiveis para seu
genotipo. O controle da germinacdo depende da sensibilidade da semente a fatores ambientais
(4gua, temperatura, luz, oxigénio, nitrato, etc.), a inibidores quimicos, ao tipo de tegumento e a
idade. Sementes viaveis que ndo completam sua germinagdo, mesmo sob condi¢cfes favoraveis,
sdo denominadas dormentes (HILHORST, 1995; BASKIN & BASKIN 1998; FINCH-SAVAGE
& LEUBNER-METZGER, 2006).

As sementes possuem relacdes hidricas especificas e a taxa de embebicdo varia de acordo
a espécie, condicBes ambientais, contelido de agua inicial e as caracteristicas da testa e dos
tecidos de reserva. Normalmente, as sementes apresentam um padrédo trifasico de absorcdo de
agua (Figura 3). A fase | € um processo estritamente fisico dirigido pelo potencial matricial da
semente seca até a completa hidratacdo dos contetdos celulares. Uma intensa atividade
respiratoria é iniciada dentro de minutos. A fase Il é um periodo de limitada absorcdo de agua
(fase de platd) e onde ocorrem eventos como sintese, duplicacdo e reparo de DNA, traducédo de
mRNA, alongamento celular (e em algumas espécies divisdo celular) e inicio da degradagédo dos
tecidos de revestimento. Na fase Ill a germinacdo se completa com a protrusao da radicula. Nesta
etapa ha ligeiro aumento no contetdo de agua absorvido e na atividade respiratoria pelas células
do embrifo em crescimento, por expansio e divisdes mitoticas simultaneamente. E também
observada uma acentuada taxa de mobilizacdo de reservas para sustentar a plantula em
crescimento até esta se tornar fotossinteticamente ativa (BEWLEY & BLACK, 1994;
BRADFORD, 1995; BEWLEY 1997; DE CASTRO et al., 2000; NONOGAKI et al., 2010;
BEWLEY et al., 2012).
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Figura 3. Representacdo esquematica de eventos fisicos e metabdlicos que ocorrem durante a
germinacdo (Fases | e Il) e crescimento inicial de plantulas (Fase Ill). O tempo necessario para esses
eventos ocorrerem varia entre as espécies e é influenciado pelas condi¢cdes de germinacdo. (Modificado
a partir de NONOGAKI et al., 2010; BEWLEY et al., 2012).

Um novo modelo conceitual, dependente de dorméncia das sementes, sugere a existéncia
de um padrdo multifésico de embebicdo, no qual a ruptura da testa precede a ruptura do
endosperma. Neste caso a fase Il, seria subdividida em A, B e C. A fase IIA ocorre como a
classica fase Il; a fase 1B € associada ao inicio da ruptura da testa, e, finalmente, a fase 11C
representa o alongamento do embrido com ruptura da testa, mas sem a ruptura do endosperma. A
transicdo da fase IIC para a fase Il marca a ruptura do endosperma e protruséo radicular
(TOORORP, 2015).

A germinacdo ndo é garantia do sucesso reprodutivo de uma espécie vegetal. O
estabelecimento e sobrevivéncia de plantulas sdo etapas consideradas frageis no processo de

desenvolvimento de uma planta adulta e eventos cruciais na manutencdo das populagdes. Uma
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plantula caracteriza-se por depender da reserva da semente e/ou apresentar estruturas funcionais
oriundas das reservas da semente (FENNER & KITAJIMA, 1999; MELO et al., 2004).

A sobrevivéncia das plantulas depende de estratégias adaptativas baseadas em atributos
morfofisioldgicos, que favorecam a capacidade de lidar com varios fatores ambientais como
disponibilidade de &gua, temperatura, radiacdo, patdgenos, herbivoria e interacbes competitivas.
(GARWOOD, 1996; MOLES & WESTOBY, 2004; DE MICCO & ARONNE, 2012).

Dentre as estruturas morfofisioldgicas, a raiz € a primeira a emergir ap0s a germinacédo
das sementes. O desenvolvimento do sistema radicular possibilita o desenvolvimento das
plantulas, servindo para ancora-las no solo e captar 4gua e nutrientes. Além disso, a raiz contém a
base para o crescimento e desenvolvimento da planta, da germinacdo até a senescéncia: o
meristema radicular. A medida que as plantulas crescem, um programa endogeno de
desenvolvimento associado a estimulos ambientais, tais como niveis de nutrientes e estimulos
mecanicos, afetam a padronizacdo de producdo de raizes laterais e adventicias e,
consequentemente, a arquitetura de exploracdo do solo. O entendimento dessa morfologia ajuda
na compreensdo do processo de estabelecimento de plantulas em condicGes naturais (RAVEN,
2007; RICHTER et al., 2009; MUNNE-BOSCH, 2014).

Em sintese, a semente contém uma nova planta em miniatura na forma de embrido que, ao
germinar, produzird uma nova geracdo de plantas (BEWLEY, 1997). A germinacdo das sementes
e estabelecimento de uma plantula normal sdo etapas determinantes para a propagacdo das
espécies vegetais, e sdo de importancia ecologica e econémica (RAJJOU et al., 2012). Levando
em consideracdo que o Brasil é riquissimo em diversidade de sementes, estudos relacionados aos
atributos morfologicos e fisiolégicos em sementes e plantulas sdo imprescindiveis para se

entender como as plantas sdo multiplicadas e perpetuadas na Terra.

2.4 Citoesqueleto microtubular em plantas

O desenvolvimento de uma planta depende de mecanismos para moldar a estrutura do
corpo vegetal em um ambiente mutavel. Encerradas em paredes celulares semirrigidas, as células
vegetais ndo podem se movimentar, mas passam por fases de diviséo, crescimento (alongamento)
e diferenciacdo que se sobrepdem no espago e tempo. Estes processos dependem de distintos
arranjos de microtubulos associados as diferentes etapas do ciclo celular (ALBERTS et al., 2002;
DEINUM & MULDER, 2013).
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O ciclo celular abrange uma sequéncia de eventos moleculares que permitem as células se
duplicarem e segregarem seus cromossomos, formando novas células. Nas células eucaridticas, o
ciclo celular é dividido em quatro fases distintas, que inclui duas fases de gap (intervalo - fases
G1 e G2), uma fase de sintese (S) e mitose (M). Na fase G1 as células crescem com um contetdo
de DNA 2C, em S a informacdo genética é replicada, em G2 ocorre um maior aumento de
volume das células (DNA 4C) em preparacdo para as divisbes. Finalmente, na mitose 0s
componentes celulares sdo divididos entre as duas células filhas que recebem um conjunto
idéntico de cromossomos (HOWARD & PELC, 1986; GEORGE et al., 2008).

Durante a progressdo do ciclo celular, o citoesqueleto microtubular apresenta mudancas
configuracionais que determinam a estrutura tridimensional das células vegetais, a direcdo da
expansdo celular, a segregacdo dos cromossomos irméos, a formacéo e controle espacial da nova
parede celular. Para executar essas funcdes, os microtibulos sdo construidos em arranjos
complexos que sofrem crescimento e reducdo devido ao seu mecanismo intrinseco de
instabilidade dindmica. Microtubulos sdo polimeros polares compostos de heterodimeros de a ¢ B
tubulina, cada uma com massa molecular de, aproximadamente, 50.000 Da. Consistem de 13
protofilamentos circularmente arranjados, conectados na superficie lateral (o-a e B-f), formando
um tubo de 25nm de didmetro (GODDARD et al.,1994; MAYER & JURGENS, 2002;
HASHIMOTO, 2013).

Os microtubulos corticais (MC), a banda prepréfase (BPP) e fragmoplasto sdo estruturas
microtubulares especificas de plantas (Figura 4). Os MC sdo observados no final da fase G1 e
ocorrem perpendicularmente ao eixo de expansao celular. Controlam a forma da célula através da
orientacdo da deposicdo das microfibrilas de celulose na parede celular. A BPP - um anel de
microtubulos que circunda o nucleo no plano equatorial da célula - forma-se no final da fase G2 e
determina o futuro plano de divisdo celular. No final da préfase, a BPP é substituida pelo fuso
mitotico. O fragmosplasto aparece no final da anafase e promove a sintese da nova placa celular
na citocinese. Na proxima fase G1 o novo nucleo move-se para a periferia da célula e apenas MC
sdo visiveis (HASEZAWA & KUMAGAI, 2002; PASTUGLIA et al., 2006; TAIZ & ZEIGER,
2009).
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Figura 4. Micrografias de fluorescéncia apresentando diversas configuragdes mitéticas em seccdes
longitudinais de radiculas embrionérias de Jatropha curcas L. em desenvolvimento (A) microtubulos

corticais; (B) banda pré-profase e (C) fragmoplasto. As barras indicam 25um. Fonte: autor.

Divisdo, expansao, diferenciacdo e comunicacdo celular sdo processos fundamentais no
desenvolvimento vegetal. Para tanto, é necessaria uma regulacdo coordenada da sintese
macromolecular, da extensdo da parede celular orientada pela presséo de turgor, do ciclo mitético
e endociclo. Todas estas etapas envolvem mudangas na arquitetura dos microtubulos e o
desligamento de genes que codificam proteinas associadas ao citoesqueleto microtubular que
resultam na morfogénese de fenotipos aberrantes (KOST et al., 1999, FOLKERS et al., 2002;
SABLOWSKI & DORNELAS, 2013).

A organizacdo do citoesqueleto microtubular vem sendo bastante estudada em sementes,
levando em consideracdo eventos celulares durante o desenvolvimento, germinacdo, quebra de
dorméncia, armazenamento e tolerdncia a dessecacdo (FINCH-SAVAGE et al.,, 1998; DE
CASTRO et al., 2000; PAWLOWSKI et al., 2004; FARIA et al., 2006). Uma série de modelos
computacionais e técnicas de microscopia, incluindo o uso de corantes fluorescentes, tém sido
usados para investigar a organizagdo do citoesqueleto microtubular durante o ciclo celular em
plantas (WICK, et al., 1981; BASKIN et al.,1992; HAWES & SATIAT- JEUNEMAITRE, 2001;
GOSHIMA & KIMURA, 2010; SHAW, 2013). Mas, ainda s&o imprescindiveis pesquisas para
ampliar a compreensdo sobre o desenvolvimento de plantas a fim de se entender também as

relagdes entre eventos do ciclo celular e contribuicdo destes para a formagao de sementes.
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CAPITULO 1

PERFIL MORFOFISIOLOGICO DA MATURACAO DE FRUTOS E SEMENTES
DE Jatropha curcas L.

RESUMO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), conhecida popularmente como pinhdo manso, possui
sementes oleaginosas que podem ser utilizadas como matéria-prima para a producdo de biodiesel,
dentre outras aplicacdes industriais. E uma espécie tolerante & restricio hidrica e por isso
apropriada ao cultivo em regibes semiaridas. As irregularidades na frutificacdo e maturagéo
dificultam a colheita e o processamento de frutos e sementes, o rendimento em sementes e 6leo,
assim como a obtencdo de lotes de sementes com boa qualidade fisiologica para fins de
propagulo. O objetivo deste trabalho consistiu em caracterizar o perfil fisioldgico durante o
desenvolvimento e maturacdo de frutos e sementes de J. curcas e identificar a melhor época de
colheita baseando-se em aspectos morfolégicos e fisioldgicos. O desenvolvimento dos frutos e
sementes foi monitorado no campo e, ao final da safra, os frutos foram colhidos em uma Unica
etapa e classificados visualmente em seis estadios distintos de desenvolvimento e maturagéo,
conforme coloracdo do exocarpo. As sementes foram classificadas em treze estadios baseando-se
no aspecto do fruto e na coloracdo da testa. Os parametros analisados indicam que a melhor
época de colheita é quando os frutos estdo secos e com coloracdo marrom, e as sementes
apresentaram méaximo acumulo de matéria seca, menor teor de umidade, maior germinacdo e
vigor, maior teor de lipideos e dimensGes de comprimento e largura estabilizadas, parametros

estes relacionados com o ponto de maturidade fisioldgica para as sementes de J.curcas.

Palavras-chave: Pinhdo manso. Massa seca. Germinacao. Maturidade fisiologica. Teor de 0leo.

Capitulo enviado e aceito para publicacdo na Revista Semina Ciéncias Agrarias em 21.01.2015
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae), known as physic nut, is an oil seed species suitable as
feedstock for biodiesel production, among other possible industrial applications. It is also
considered tolerant to water restriction and thus suitable for cultivation in semi-arid regions.
However, the lack of uniformity in fructification and seed maturation hinder the harvest and
processing of fruits and seeds, seed and oil yields, as well as obtaining seed lots with good
physiological quality as propagule. Thus, the aim of this study was to characterize the
physiological profile during development and maturation of J. curcas fruits and seeds and
identify the best time to harvest the fruits and seeds based on morphological and physiological
aspects. Fruit and seed development was monitored and fruits were harvested at once at the end
of the maturation phase, and then visually classified in six distinct stages of maturation based on
size and colour of the exocarp, whereas seeds were classified into thirteen distinct stages based
on the appearance of the fruit and colour of the tegument. The overall analysis of parameters
indicated the best harvest time to be when the fruits are brown and brown-dry when seeds present
maximum dry matter accumulation, lower moisture content, highest germination and vigor,
higher lipid content and stable length and width dimensions, being these parameters related to

physiological maturation in physic nut seeds.

Keywords: Physic nut. Dry weight. Germination. Physiological maturity. Oil content.
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1 INTRODUCAO

O ciclo de vida em plantas superiores compreende o desenvolvimento da semente,
seguido pela germinacdo e desenvolvimento pds-germinativo. Estas etapas sdo marcadas por
eventos fisioldgicos especificos relacionados as mudancas no contetdo de agua, peso fresco, peso
seco, além de padrdes distintos de expressdo génica e estabelecimento da arquitetura fundamental
da planta, tais como a histogénese, organogénese e morfogénese (BEWLEY & BLACK, 1994;
TAIZ & ZEIGER, 2009).

A embriogénese de sementes é caracterizada por rapidas e sucessivas divisdes celulares e
histodiferenciacdo. Neste processo, uma Unica celula é transformada em uma estrutura
multicelular. J& a etapa de maturacdo das sementes esta relacionada com a deposicao de reservas
e expansdo celular. Em sementes ortodoxas ha uma fase de secagem ou dessecacdo, caracterizada
por um rapido declinio do peso fresco, tornando essas sementes tolerantes a dessecacdo
(BEWLEY & BLACK, 1994).

A qualidade mé&xima da semente, traduzida pela germinacdo e vigor, estd também
associada ao acumulo maximo de peso seco durante o seu desenvolvimento (maturidade
fisioldgica). Esse ponto marca a suspensdo do transporte de metabdlitos do floema a semente, e,
em alguns casos, ocorrem mudangas especificas nos tecidos que ligam a semente a planta mée
(EGLI, 1998; DE CASTRO & HILHORST, 2004).

Jatropha curcas L. ocorre naturalmente no semiarido nordestino e em paises das
Américas equatoriais. No entanto, a espécie ainda ndo esta plenamente domesticada, mas ja se
destaca pelo potencial oleaginoso de suas sementes, e também pela aparente rusticidade e
tolerancia a condicdes de estresses abioticos e talvez também a estresses bidticos (SATURNINO
et al., 2005). Atualmente, esta cultura vem sendo considerada como mais uma opgao agricola
para a regido nordeste, pois se constitui em uma planta vidvel para a obtencdo de 6leo como
matéria-prima para a fabricagdo de biodiesel, com produtividade minima de duas toneladas de
sementes por hectare (DRUMMOND et al., 2008).

As sementes de J. curcas possuem um elevado teor de 0leo, cerca de 55 %, rico em acidos
graxos de alta qualidade, que sendo usado para a producdo de biodiesel, podera contribuir para a
diminuicdo da emisséo de gases de efeito estufa, pela substituicdo parcial de combustiveis fosseis
(OPENSHAW, 2000; JONGSCHAARP et al., 2007).
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O ciclo produtivo da espécie varia de acordo com o tipo de plantio, que pode ser por via
sexuada ou vegetativa. De modo geral, as plantas oriundas de sementes sdo mais resistentes e
apresentam maior longevidade, atingindo idade produtiva apds quatro anos, enquanto que as
provenientes de estacas sdo de vida mais curta, sistema radicular menos vigoroso, e a producao
tem inicio ap6s 10 meses, mas sO atinge a plenitude ap6s dois anos. Quando obtida por via
seminal, em boas condic¢des de producédo, a longevidade do J. curcas pode atingir de 30 a 40
anos, podendo atingir até 50 anos (CORTESAO, 1956; PEIXOTO, 1973; ACHTEN et al., 2010).

A interacdo de fatores ambientais e intrinsecos a planta afeta a maturacdo de sementes e
frutos e envolve significativas mudangas na composi¢do bioquimica, na quantidade de matéria
seca, no teor de umidade, no tamanho, na germinacéo e vigor das sementes (DELOUCHE, 1980;
DE RON, et al., 2004). A associacdo de marcadores morfoldgicos, fisiologicos e bioquimicos é
uma ferramenta confidvel para identificar as diferentes fases do desenvolvimento
(MICHELANGELLI et al., 2013). A qualidade maxima de uma semente depende do estadio de
maturacdo na qual o embrido e o endosperma se encontram e pode ocorrer antes ou depois do
ponto de maturidade fisioldgica (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000; DIAS, 2001).

Levando-se em consideracdo que a semente € o produto final (ou inicial), e o carreador
das caracteristicas genéticas da planta, das caracteristicas fisiologicas como propagulo, e das
caracteristicas bioquimicas como produto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar o
processo de formacdo das sementes de J.curcas a partir das analises das modificagdes fisiologicas
e bioquimicas, bem como os aspectos morfoldgicos, durante o amadurecimento de frutos e

sementes.

2 MATERIAL E METODOS

O material bioldgico utilizado neste trabalho foi produzido no campo experimental da
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), localizado no municipio de
Alagoinhas/BA, latitude de 12° 08° — 12°10 S e longitude de 38° 26° — 38° 30° W. Os ensaios
foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos (LBBB) da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). Inicialmente, realizou-se o acompanhamento da floragéo
e do desenvolvimento dos frutos e sementes, através de visitas semanais ao campo. Para tanto, as
inflorescéncias contendo botbes florais femininos foram marcadas com fita colorida e

identificadas com etiquetas de papel, antes da ocorréncia da antese. Os frutos formados foram
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acompanhados durante o seu desenvolvimento e colhidos manualmente, de uma sé vez, na Gltima
etapa de acompanhamento no campo. Nesta fase, estes se apresentavam em diferentes estadios de
maturacdo, sendo entdo classificados com base no tamanho e coloragdo. Apds a colheita, as
sementes foram extraidas dos frutos e passaram por classificagdo com base na coloracdo da testa,
sendo reservadas para a conducdo dos ensaios.

As andlises morfométricas foram realizadas através de medicGes dos frutos e sementes nas
diferentes fases do desenvolvimento. As medidas foram tomadas com auxilio de paquimetro
digital (Jomarca) com precisdo de 0,01 mm. Nos frutos foram mensurados comprimento
(distancia do pedunculo ao lado oposto) e largura (regido mediana). Nas sementes foram
analisadas as seguintes dimensdes: comprimento (medida do apice a base/caruncula ao lado
oposto), largura e a espessura (regido mediana). Para tal, foram utilizadas quatro repeticdes de 25
unidades (frutos/ sementes), sendo os resultados expressos em milimetros.

Para determinacdo do teor de umidade foram utilizadas quatro repeticbes de
aproximadamente 5 g de sementes, partidas previamente em quatro partes com auxilio de um
estilete. Para tal, foi utilizado o método de estufa a 105 + 3°C por 24 horas. Os resultados foram
expressos em porcentagem de massa fresca das sementes, conforme recomendacdes das Regras
para Andlise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009).

O acumulo de massa seca foi avaliado através da pesagem dos tecidos das sementes apds
secagem em estufa a 105 = 3°C por 24 horas. Cada repeticdo foi pesada separadamente em
balanca analitica (0,0001 g), sendo o0s resultados expressos em gramas.

As analises morfométricas, determinacdo do teor de umidade e acimulo de massa seca
foram realizados em sementes a partir do estadio Verde-C, pois ndo havia numero suficiente de
sementes nos estadios Verde-A e Verde-B para avaliacdo destes parametros.

Para a conducdo do teste de germinacgéo, inicialmente as sementes foram desinfestadas em
solugéo contendo 0,125% de cloro ativo e Tween 20 (1 gota de Tween 20 para cada 100 mL de
solucdo), sendo agitadas constantemente durante 10 minutos e em seguida submetidas a 4
lavagens com agua destilada. O teste foi montado em rolo de papel tipo “germitest” (28 cm x 38
cm), umedecido com agua destilada, na proporcdo de trés vezes o peso do papel seco. As
sementes foram dispostas no papel e levadas ao germinador (Eletrolab, Mod. EL202) ajustado a
temperatura de 25°C, na auséncia de luz. Cada rolo foi acondicionado em saco plastico para

evitar o ressecamento do substrato e possiveis contaminacfes. Foram consideradas germinadas as
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sementes que apresentaram a protrusdo da radicula com cerca de 2 mm de comprimento. As
avaliacdes foram realizadas diariamente durante doze dias, ou seja, até a finalizagcdo do teste. Os
testes de germinacao foram conduzidos em delineamento experimental inteiramente casualizado,
utilizando-se oito repeticdes de vinte e cinco sementes (totalizando 200 sementes), para cada um
dos diferentes estadios de maturagdo. Os parametros avaliados foram: porcentagem de
germinacdo (G), tempo para 50% da germinacgdo total (T50), uniformidade da germinagédo
(UB416), area abaixo da curva (AAC) e tempo medio de germinacdo (TMG).

A extracdo de lipideos totais foi realizada em sistema soxhlet, utilizando-se 3 repeticdes
de 10 g de sementes (peso seco) e 300 mL de hexano P. A. como solvente extrator, com refluxo
de 6 a 8 ciclos por hora. Esta etapa teve duragdo de oito horas em média e foi conduzida em trés
repeticdes para cada amostra. As amostras foram previamente secas em estufa, utilizando-se o
mesmo procedimento da determinacdo do teor de umidade, e em seguida foram acondicionadas
em cartuchos de papel filtro para a extracdo do 6leo. A quantificacdo de lipideos totais foi
baseada no peso das amostras (sementes secas) antes e apos a extracdo de lipideos, calculada com
base na formula descrita a seguir, os dados foram expressos em porcentagem. Devido a
quantidade insuficiente de sementes nos estadios iniciais do desenvolvimento, a extracdo de

lipideos so foi realizada a partir do estadio chamado neste trabalho de Verde-E.

Onde:
Teor de oleo (%) = T Mhe = 3
eor de 6leo (%) = — | X0 M, = Massa da amostra seca antes da extracdo com solvente (g)
% m,. = Massa da amostra seca ap0s a extragdo com solvente (g)

Os resultados obtidos no teste de germinacdo foram analisados no programa estatistico
“Germinator” (JOOSEN et al, 2010). Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk, e para comparagdo entre médias foi utilizado o teste t de Student a 5% de
probabilidade. Nos demais ensaios, os dados obtidos foram analisados pelo programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os frutos de J.curcas foram classificados em seis diferentes estadios de desenvolvimento

a partir do seu aspecto morfolégico externo, conforme a coloracdo do exocarpo (Figura 1), a
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saber: Verde (exocarpo predominantemente verde), Verde-Amarelo (exocarpo com pigmentagéo
em transicdo do verde para o amarelo), Amarelo (exocarpo predominantemente amarelo),
Amarelo-Marrom (exocarpo com pigmentacdo amarela iniciando a transicdo para marrom),
Marrom-Amarelo (exocarpo marrom com pigmentacdo amarela residual) e Seco (exocarpo

predominantemente marrom, seco e iniciando a deiscéncia).

Verde Amarelo Marrom
Verde amarelo Amarelo amarelo Seco

marrom

006

Figura 1. Classificacdo dos frutos de Jatropha curcas L. em diferentes estadios de maturacdo baseado na

coloragdo do exocarpo. Barra = 1 cm. Fonte: autor.

Frutos de J. curcas foram também classificados visualmente em 6 estadios de maturacéo,
utilizando-se a cartela de cores de Munsell, em Verde, inicio da pigmentacdo amarela,
predominantemente amarelo, inicio da pigmentacdo Marrom, maduro e seco iniciando a
deiscéncia (DRANSKI et al., 2010). Outros autores encontraram somente 4 estadios (PESSOA et
al., 2012; SANTOS et al., 2012) que incluem as classificacbes Verde, Amarelo, Amarelo com
marrom e Seco. Silva et al. (2012b) utilizou uma classificacdo com 5 estadios, incluindo o Verde
amarelo. Catzin-Yupit et al. (2014) verificaram uma série de mudangas morfoldgicas externas
como indicativo de maturidade fisiol6gica em frutos de J. curcas durante o desenvolvimento,
coincidindo com a mudanca de coloragdo do exocarpo para amarelo.

Apos atingirem o estadio Verde, os frutos de J. curcas, permaneceram em média 4
semanas com o mesmo aspecto morfoldgico externo (verdes e grandes). Porém, dentro destes
frutos foram encontradas sementes em diferentes estadios de desenvolvimento. As sementes
provenientes de frutos Verdes foram entdo divididas, visualmente, em oito classes, de acordo
com a cor e aparéncia da testa (exotesta e endotesta) em A, B, C, D, E, F, G e H (Figura 2). De
forma geral, as sementes foram classificadas em 13 estadios de maturacdo: Verde (subdivididas

em A, B, C, D, E, F, G, H), Verde-Amarelo, Amarelo, Amarelo-Marrom, Marrom-Amarelo e
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Seca. Néao foi possivel identificar os diferentes estadios do desenvolvimento das sementes

baseando-se apenas na coloragédo e tamanho dos frutos Verdes.

Figura 2. Sementes de Jatropha curcas L. em oito diferentes estadios de desenvolvimento encontradas
em frutos com exocarpo Verde; A - testa branco translicido e embrido em estadio torpedo; B - testa
predominantemente alaranjada e embrido em estadio cotiledonar jovem; C - exotesta alaranjada e
endotesta com extremidades escuras e embrido em estadio cotiledonar intermedidrio; D - exotesta
amarelada e endotesta completamente escura e embrido em estadio cotiledonar final; E - exotesta clara na
regido mediana e levemente escura nas extremidades, e endotesta completamente escura; F — exotesta
clara na regido mediana e fortemente escura nas extremidades, e endotesta completamente escura e
formada; G - exotesta com pequena faixa clara no centro e fortemente escura nas extremidades e endotesta
completamente escura e formada; H - testa escura e completamente formada. As setas indicam para a testa
das sementes. Fonte: autor.

As sementes oriundas dos frutos Verde-Amarelo, Amarelo, Amarelo-Marrom e Marrom-
Amarelo foram classificadas com a mesma nomenclatura dada aos frutos que as continham e
apresentaram testa com coloracdo semelhante as sementes classificadas como Verde-H, estas
encontradas nos frutos Verdes (Figura 3). As sementes encontradas nos frutos Secos possuiam a
testa rigida e bastante seca e foram classificadas como secas. Ja a cariincula apresentou coloracao
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esbranquicada em todos os estddios, exceto nas sementes Secas, que exibiram coloragdo
castanho-claro.

Mudangas gradativas na coloracdo da testa das sementes foram verificadas ao longo do
seu desenvolvimento. Inicialmente, as sementes apresentaram testa com coloracdo branca
translucida, posteriormente foram se tornando alaranjadas com as extremidades escuras (hilo e
lado oposto), o que foi aumentando até o total escurecimento das mesmas. Estas se apresentavam
pretas e brilhantes no Gltimo estadio. No estadio Verde-A, o embrido apresentava dois pequenos
cotilédones rudimentares, encontrando-se no estadio torpedo. Entre os estadios Verde-B e Verde-
D, o embrido se encontrava no estadio cotiledonar, com os cotilédones em crescimento e 0 eixo
embrionario alongando longitudinalmente, sendo possivel diferenciar radicula, hipocotilo e
cotilédones (Figura 2).

Aos 25 DAA (dias apos a antese), Catzin-Yupit et al. (2014) verificaram que a testa das
sementes comegaram a ganhar uma consisténcia rigida e, aos 35 DAA, as sementes apresentavam
uma colora¢do marrom e consisténcia completamente solida, que no presente estudo corresponde,
respectivamente, aos estadios Verde-E e Verde-Amarelo. Entretanto, sementes com este aspecto
foram observadas, neste trabalho, nos estadios Verde-D e Verde-H, ou seja, estadios anteriores
aos descritos pelos autores. Varios autores, estudando a maturacdo de sementes de J. curcas, ndo
fizeram distin¢do entre as sementes oriundas dos frutos Verdes (KAUSHIK, 2003; DRANSKI et
al., 2010; PESSOA et al., 2012; SANTOS et al., 2012; SILVA et al., 2012b). Ja Rubio et al.
(2013) classificaram estas sementes em apenas dois estadios, Verdes — clara e escura. No entanto,
com base nos resultados encontrados neste trabalho, pode-se verificar que existe uma grande
variacdo de estddios de maturagdo nas sementes extraidas de frutos Verdes, tornando-se
importante esta classificacéo.

De acordo com Silva et al. (2011a) os frutos permanecem verdes até 55 DAA e a
mudanca do final da fase verde para marrom escuro se da em torno de 10 dias, mostrando uma
rapida maturacdo. As alteracBes na coloracdo do exocarpo podem ser explicadas pelas mudancas
fisico-quimicas, entre elas estd a degradacdo da clorofila e formacao de outros pigmentos, como

carotenoides e antocianinas, que alteram a coloragdo dos frutos (RAVEN et al., 2007).
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Figura 3. Aspecto visual das sementes de Jatropha curcas L. encontradas nos frutos em diferentes
estadios de maturacdo. (a) Verde-Amarelo; (b) Amarelo-Marrom; (c) Semente Seca. Barra = 0,5 cm.

Fonte: autor.

A maturidade fisiologica das sementes é geralmente acompanhada por visiveis mudancas
no aspecto externo, na coloracdo dos frutos e das proprias sementes (SOUZA & LIMA, 1985;
FIGLIOLIA, 1995). Assim, a coloracdo dos frutos e das sementes também pode ser considerada
como um importante parametro na determinacdo da maturidade fisiolégica (CORVELLO et al.,
1999; FOWLER & MARTINS, 2001). A colheita deve ser realizada no estadio de maturacao
adequado, pois frutos colhidos imaturos tém pouca qualidade, alto indice de perda de &gua e por
isso sdo mais sensiveis as desordens fisiologicas (AZZOLINI et al., 2004).

Estudos com diversas espécies tém relacionado as caracteristicas fisicas (tamanho, peso e
umidade) e morfoldgicas (coloracdo de frutos e testa das sementes) com diferentes estadios de
maturacdo (LIN, 1988; LAGO et al., 1994; DIAS et al., 2001; FANAN et al., 2009; DRANSKI et
al. 2010). O acompanhamento dessas modificacdes fisicas e fisioldgicas que ocorrem durante o
desenvolvimento de frutos e sementes, permite o reconhecimento das sementes maduras em
campo, caracterizando o momento em que esta deixa de receber nutrientes da planta mée, alcanca
a maturidade fisioldgica e pode entdo ser colhida (SILVEIRA et al., 2002).

Foi verificada uma reducéo significativa nas dimensdes dos frutos de J. curcas ao longo
da maturacdo, que se iniciou apos o estddio Verde-Amarelo. Valores maximos nas variaveis
morfométricas foram observados nos frutos com coloracdo Verde-Amarelo e valores minimos
nos frutos Secos. O comprimento e a largura sofreram uma variagao de 30,76 a 27,24 mm e 26,63
a 21,44 mm, respectivamente. Frutos Secos apresentaram uma média de comprimento e largura
menor que os demais estadios (Tabela 1). A desuniformidade nas fases de desenvolvimento das
sementes encontradas nestes frutos, associada aos valores de massa seca, teor de umidade,
porcentagem de germinacdo e teores de lipideos totais (Tabelas 2, 3, 4 e 5), sugerem que as

sementes e os frutos de J. curcas ainda estdo em crescimento nesse estadio.



48

Tabela 1. Média das varidveis morfométricas (comprimento e largura) dos frutos de Jatropha curcas L.
nos diferentes estadios de maturacao.

Estadio de maturacio Comprimento (mm) Largura (mm)
Verde 29,47 ab 25,88 ab
Verde-Amarelo 30,76 a 26,63 a
Amarelo 30,42 a 26,00 ab
Amarelo-Marrom 29,25 ab 2486 b
Marrom-Amarelo 28,26 bc 23,12 ¢
Seco 27,24 ¢ 21,44 d
Média 29,23 24,66

C. V. (%) 2,54 2,3

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Em J. curcas, um maior tamanho dos frutos Verde-Amarelo também foi constatado por
Dranski et al. (2010), além da reducdo das varidveis morfométricas nos estadios finais de
maturacdo, também verificado por Santos et al. (2012). A reducdo do tamanho dos frutos, nos
diferentes estadios avaliados, pode ser relacionada as variacdes no teor de umidade (Tabela 3),
que ocorrem naturalmente durante o processo de maturacdo de sementes ortodoxas, e também
coincide com o periodo de acimulo de matéria seca, que se traduz no acumulo de reservas
(BEWLEY & BLACK, 2004). A agua é o veiculo no qual os nutrientes sdo retirados do solo e
transportados para 6rgaos fotossintetizantes, onde entdo, sdo transformados em fotoassimilados e
conduzidos para os tecidos em desenvolvimento, como frutos e sementes (TAIZ & ZEIGER,
2009). Sendo assim, o aumento inicial nas dimensdes de sementes e frutos € comum durante o
processo de desenvolvimento, sendo observado em varias espécies como em Bixa orellana
(AMARAL et al., 2001), Tamarindus indica (GURJAO et al., 2006) e Apuleia leiocarpa
(LOUREIRO et al., 2009).

Quanto as analises morfométricas, as sementes de J. curcas apresentaram uma diminuigéo
do comprimento na etapa final da maturacéo (secas). Foram observadas variagcdes expressivas na
largura e espessura somente entre o primeiro e os dois Ultimos estadios avaliados. As sementes
nos estadios Verde-C e Amarelo apresentaram as maiores dimensdes relativas ao comprimento e
as secas, as menores. Entre o estadio inicial (Verde-C) e o final (secas), as sementes apresentaram
uma variacdo média de 20,18 a 18,60 mm para o comprimento; de 11,36 a 10,86 mm de largura e
de 9,23 a 8,49 mm de espessura (Tabela 2).
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Tabela 2. Média das variaveis morfométricas (comprimento, largura e espessura) das sementes de
Jatropha curcas L. em diferentes estadios de maturagao.

Variaveis morfometricas (mm)

Estadio de maturacéo

Comprimento Largura Espessura
Verde-C 20,18 a 11,36 a 9,23 a
Verde-D 18,86 fg 11,16 abc 8,35 cde
Verde-E 18,78 fg 10,94 cd 8,23 e
Verde-F 19,10 ef 10,94 cd 8,30 cde
Verde-G 19,68 ef 11,00 bcd 8,48 bcd
Verde-H 19,94 ab 11,09 bcd 8,53 bc
Verde-Amarelo 19,19 ef 10,97 «cd 8,28 de
Amarelo 20,12 a 11,23 ab 8,63 b
Amarelo-Marrom 19,49 bcd 11,08 bcd 8,49 bcd
Marrom-Amarelo 19,52 ab 10,92 d 8,60 b
Seco 18,60 g 10,86 d 8,49 bcd
Média 19,41 11,05 8,51
C. V. (%) 0,88 0,89 1,08

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Durante a transi¢cdo dos estadios Verde-Amarelo para 0 Amarelo e Amarelo-Marrom para
Marrom-Amarelo ndo ocorreu uma variacao significativa na massa seca (tabela 3). Silva et al.
(2012b) encontraram o mesmo padrdo para sementes de J. curcas em diferentes estadios de
maturacdo. No entanto, Dranski et al. 2010 e Silva et al. (2011a) encontraram maiores valores
médios de massa seca em frutos com coloracdo marrom, sugerindo o inicio de desligamento dos
frutos com a planta mée e inicio de deterioragéo.

Neste trabalho, as sementes apresentaram decréscimo significativo no teor de umidade
dos estadios iniciais até os finais do desenvolvimento e maturacdo, variando de 80,56% em
sementes classificadas como Verde-C e extraidas de frutos vVerdes a 16,13% em sementes Secas
(Tabela 3). Foi observada grande variacdo no teor de umidade das sementes encontradas nos
frutos verdes, com uma diferenca de 26,66% entre o estadio Verde-C e Verde-H. Também se
verificou um declinio significativo, cerca de 27,15%, no teor de umidade das sementes Marrom-
Amarela para Seca.

Em diversos estudos sobre maturacdo de J. curcas, foram encontrados valores de teor de
umidade semelhantes aos verificados neste trabalho. Em sementes oriundas de frutos verdes e
secos, foram registrados valores de umidade de 88,82 e 10,74%, respectivamente (PESSOA et al.,

2012). Também em sementes de frutos secos, Rubio et al. (2013) encontraram 11,06% de
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umidade. Silva et al. (2011a) constataram uma queda de 23,2% do antepenultimo (Marrom-
Amarelo) para o ultimo estadio (Seco), indicando esta etapa como o final do processo de

maturacao das sementes desta espécie.

Tabela 3. Média dos teores de umidade (%) e massa seca (g) das sementes de Jatropha curcas L. nos
diferentes estadios de maturacao.

Estadio de maturacdo Teor de umidade (%) Massa seca (g)
Verde-C 80,56 a 091 h
Verde-D 70,69 b 1,38 ¢
Verde-E 6592 ¢ 1,60 fg
Verde-F 62,35 cd 1,83 ef
Verde-G 58,76 d 2.07 de
Verde-H 53,90 e 2,32 cd
Verde-Amarelo 50,27 ef 2,60 bc
Amarelo 46,63 fg 2,48 bc
Amarelo-Marrom 4549 ¢ 277 b
Marrom-Amarelo 43,28 ¢ 2,69 b
Seco 16,13 h 412 a
Média 54,00 2,25

C. V. (%) 3,36 5,58

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

O alto teor de umidade, constatado no inicio da maturacdo das sementes, é imprescindivel
ao transporte de produtos fotossintetizados que sdo utilizados como fonte de energia para o
metabolismo das sementes em desenvolvimento, e que sdo posteriormente armazenados como
reserva a ser utilizada durante a germinacdo (CORVELLO et al., 1999; SANTOS et al., 2011).
Em sementes de J. curcas, Xu et al. (2011) verificaram um aumento exponencial do peso fresco
nos primeiros estadios de desenvolvimento e uma parada no crescimento durante os Gltimos
estadios, iniciando assim, o processo de dessecacdo com aumento no acumulo de lipideos e
demais nutrientes de reserva. Desta maneira, alguns critérios fisicos avaliados em conjunto como
morfometria, teor de umidade e massa seca, sinalizam a maturidade fisioldgica das sementes
dessa espécie (CROOKSTON & HILL, 1978).

As sementes extraidas de frutos verdes dos estadios Verde-C até Verde-E néo
germinaram, e a germinacdo no estadio Verde-F foi inferior a 1%. Isto ocorreu devido a
imaturidade do embrido nesses estadios como pode ser verificado na Figura 2. As maiores
porcentagens de germinagdo foram de 86, 85 e 81%, verificadas em sementes extraidas de frutos
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Verde-Amarelo, Verde-H e Amarelo, respectivamente. A partir deste estadio houve uma
diminuicéo significativa da germinacéo de 77 para 61% nos estddios Amarelo-Marrom e Seco,
respectivamente (Tabela 4). Estes estadios coincidem com a etapa final de dessecacdo e esta
queda na germinacdo pode estar relacionada com algum tipo de dorméncia (Tabela 4). Isto sugere
que, apos a colheita, sementes de J. curcas ainda precisam de um certo periodo de repouso para
germinar (JOKER & JEPSEN, 2003). A germinacdo de sementes da espécie é inibida
simplesmente pela presenca do endosperma, sugerindo que essa estrutura causa algum grau de
dorméncia. Todavia, o tempo de armazenamento reduz esse efeito, fazendo com que as sementes
recuperem a capacidade de germinacdo (PAIVA NETO et al., 2014).

Para as variaveis tempo para 50% da germinacdo total (T50) e tempo médio de
germinacdo (TMG), as sementes secas apresentaram o melhor desempenho (menor tempo),
enguanto que as sementes no estadio Verde-G apresentaram o pior desempenho (maior tempo),
com os valores médios mais elevados. Nos outros estadios essas varidveis se mantiveram

constantes (Tabela 4).

Tabela 4. Médias da porcentagem de germinacédo (G), tempo para 50% da germinagcdo total (T50), tempo
médio de germinacdo (TMG), uniformidade (U8416) e area abaixo da curva (AAC), em sementes de

Jatropha curcas L. nos diferentes estadios de maturacéo.

Estadio de Variaveis

maturacao G(%) T50(hs) TMG(hs) U8416(hs) AAC
Verde-G 47 d 176,3 ¢ 1729 c 79,6 ab 01 d
Verde-H 85 ab 1512 b 1511 b 67,4 a 05 ¢
Verde-Amarelo 86 a 153,0 b 133,6 abc 89,1 abc 13 b
Amarelo 81 ab 1376 b 1346 a 106,4 bc 33 a
Amarelo-Marrom 77 b 1420 b 138,6 ab 105,2 c 2,7 a
Marrom-Amarelo 62 cd 1414 b 136,3 ab 1147 c 34 a
Seco 61 c 120,4 a 106,9 a 96,9 bc 47 a
Média 71 146,0 139,1 94,2 2,3
C. V. (%) 20,9 11,7 14,3 17,6 74,1

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste t (Student) a 5% de probabilidade.

Pbde-se verificar que a germinagdo foi mais uniforme (U8416) nos estadios em que 0s
frutos apresentavam coloragdo verde e menos uniforme nos dois estadios com coloragdo marrom.
A velocidade da germinacdo (AAC) aumentou gradualmente durante o processo de maturacao,

atingindo o maximo a partir do estadio Amarelo e nao apresentando diferenca significativa até o
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estadio Seco (Tabela 4). Sementes colhidas tardiamente podem sofrer uma diminuicdo na sua
qualidade fisioldgica, caracterizada pela deterioracdo acelerada e germinacdo reduzida
(MARCOS FILHO, 2005).

Alguns estudos mostram que sementes de J. curcas, extraidas de frutos verdes, nédo
germinaram, e maior taxa de germinacdo foi observada em sementes secas (DRANSKI et al.,
2010; PESSOA et al., 2012). Outros autores encontraram o0s maiores indices de germinacao e
velocidade de germinacdo em frutos com coloracdo marrom (SILVA et al., 2011a; SILVA et al.,
2012b). No entanto, Kaushik (2003), observou a porcentagem maxima de germinacdo em
sementes extraidas de frutos amarelos.

A identificacdo do estadio de maturacdo apropriado para a colheita de sementes na época
adequada € de extrema importancia, principalmente em culturas com frutificacdo e maturagédo
desuniformes, a exemplo de J. curcas. Diferentes critérios como, tamanho, cor, conteido de dgua
e de lipideos e aspectos da germinacdo tém sido utilizados para estabelecer o ponto de maturidade
fisiol6gica de sementes de espécies oleaginosas e estes tém se mostrado eficientes.

Pdde-se verificar que houve diferenca significativa nos teores de lipideos totais durante o
desenvolvimento de sementes de J. curcas (Tabela 5), com aumento de 14,01% nestes valores,
quando comparados os estadios iniciais aos finais. As maiores porcentagens de lipideos totais
foram encontradas em sementes oriundas de frutos com coloragdo Marrom-Amarelo (26,11%) e
sementes de frutos Secos (23,28%).

Tabela 5. Média dos teores de lipideos totais (%) em sementes de Jatropha curcas L.nos diferentes

estadios de maturagdo.

Estadio de maturacéo Teor de lipideos totais (%0)
Verde-E 9,27 e
Verde-F 17,84 bcd
Verde-G 17,78 bcd
Verde-H 21,17 abc
Verde-Amarelo 11,88 be
Amarelo 23,10 ab
Amarelo-Marrom 14,88 cde
Marrom-Amarelo 26,11 a
Seco 23,28 ab
Média 18,44

C. V. (%) 7,08

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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As variagdes na porcentagem de lipideos e de outras reservas sdo caracteristicas do
processo de maturacdo, pois estes valores séo traduzidos em variagdes de peso fresco e seco das
sementes, o que foi verificado neste trabalho, quando se avaliou o teor de umidade e a massa seca
(Tabela 3). Nesta espécie, Santos et al. (2011) também verificaram o maximo teor de lipideos em
sementes de frutos com coloragdo marrom-amarela e marrom com 26,21 e 25,34%,
respectivamente. Em sementes de J. curcas em desenvolvimento, Annarao et al. (2008)
detectaram que o teor de 6leo foi menor nos estadios iniciais e maior nos estadios finais, variando
de 0,3 a 24,9% (classificados como estadios | até V1), e que ocorreu um pequeno decréscimo no
percentual de 6leo em sementes maduras ou estadio VIl (24,4%), quando comparadas com o
estadio anterior. Porwal et al. (2014) também relataram um decréscimo na porcentagem de
lipideos em sementes maduras (32%) em relacdo a sementes extraidas de frutos verdes (33%) e
sementes de frutos amarelo e marrom (34%).

Quanto ao teor méaximo de lipideos verificado neste trabalho, pode-se considera-los
relativamente baixos, quando comparados aos dados divulgados na literatura. Em sementes de J.
curcas foram encontrados teores de lipideos em torno de 40% (DE SOUZA et al., 2009). Teores
superiores de lipideos totais, cerca de 31,60%, também foram verificados em sementes desta
espécie cultivada no estado do Maranhdo, sendo que neste caso o calculo foi realizado com base
no peso umido (PENHA et al., 2007).

De acordo com Santos et al. (2011) tanto o acimulo como a composicdo dos lipideos
armazenados em sementes, dependem de fatores genéticos e condicBes de campo durante a
maturacdo. Segundo Teixeira (1987) essas diferencas podem variar em fungdo da localidade e
tratos culturais, sendo verificado pelo autor variagfes de 23 a 34% no conteudo de lipideos totais
em sementes de J. curcas. As alteracdes no regime hidrico durante o periodo de maturacéo,
também podem explicar as variacdes encontradas no teor de lipideos totais entre as sementes
provenientes de diferentes acessos, ja que interferem diretamente no acimulo de massa seca.

Sob outro aspecto, em dados divulgados na literatura pode-se verificar que na extracao de
lipideos do albimen sd@o alcancados maiores valores no conteddo de lipideos totais, como
verificado por Penha et al. (2007), 31,62 % nas sementes inteiras e 66% no albumen.

A partir deste trabalho pode-se concluir que ndo é possivel estabelecer o estadio de
desenvolvimento das sementes de J. curcas baseando-se apenas na coloracdo do exocarpo de

frutos. Sementes produzidas em frutos com coloracdo Verde-Amarelo apresentaram a maior
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porcentagem de germinagéo, no entanto, as sementes oriundas de frutos Secos apresentaram o
menor tempo e maior velocidade de germinagdo. As sementes oriundas dos frutos de coloragdo
Marrom-Amarelo e Secos apresentaram as maiores percentagens de lipideos totais, sendo assim,
recomenda-se a utilizacdo dos frutos de ambas as coloragdes para a extracdo de 0leos. Sementes
oriundas de frutos Secos também apresentam as menores dimensdes de comprimento e largura,
maximo acumulo de matéria seca e menor contetdo de &gua, podendo estes parametros serem

usados como indicativos da maturidade fisiologica desta espécie.
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CAPITULO 2

CONFIGURACOES DO CITOESQUELETO MICROTUBULAR DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DE SEMENTES DE Jatropha curcas L. REVELAM UM NOVO
PADRAO DE EMBRIOGENESE

RESUMO

Jatropha curcas L. (pinhdo manso), pertencente a familia Euphorbiaceae, tem como possivel
centro de origem o México e parte continental da América Central. Esta espécie tem sido foco
frequente de pesquisas, pois suas sementes podem ser usadas para producdo de biodiesel e as
diferentes estruturas da planta possuem mdaltiplas utilidades comerciais. No presente estudo
foram realizadas analises anatdbmicas e imunohistoquimicas, visando melhor entendimento do
processo de embriogénese e das alteracfes morfofisiologicas durante os diferentes estadios de
desenvolvimento das sementes de J. curcas. Através das analises anatdmicas, foi constatada a
génese de estbmatos na camada epidérmica situada na area de transicdo hipocétilo-radicula, bem
como a formacdo da radicula embrionaria multimeristematica, revelando uma embriogénese
distinta do padrdo comum em Angiospermas. As analises imunohistoquimicas permitiram a
deteccdo de tubulinas e das diferentes configuragdes do citoesqueleto microtubular. Microtibulos
corticais e mitoticos foram visualizados apenas nos estadios iniciais do desenvolvimento,
evidenciando intensa atividade do ciclo celular e de histodiferenciacdo entre os estadios Verde-A
e Verde-G, confirmando a formacdo de radicula composta por cinco meristemas. A degradacédo
de microtubulos e tubulina foi verificada a partir do estadio Verde-H, caracterizando a fase de
maturacdo de sementes de J. curcas, na qual o tegumento estd completamente formado. Nesse
estudo foi possivel associar caracteristicas morfofisioldgicas dos diferentes estadios de
desenvolvimento das sementes de J. curcas as diferentes configuracGes do citoesqueleto

microtubular e, definir a transicdo destas fases.

Palavras-chave: Microtubulos. Histodiferenciagdo. Organogénese.
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Physic nut), belongs to the Euphorbiaceae familly, has likely center of origin
Mexico and continental Central America. This species has been a frequent focus of research,
because the seeds can be used for biodiesel production and the different plant structures have
multiple commercial uses. In the present study, anatomical and immunohistochemical analyzes
were performed, aimed at better understanding the process of embryogenesis and
morphophysiological changes during the various stages of J. curcas seed development, revealing
a distinct embryogenese pattern in Angiosperms. . From anatomical analyzes, it was found the
genesis of stomata in the epidermal layer located in the hypocotyl-radicle transition area, as well
as the formation of multimeristematic embryonic radicle. Immunohistochemical analysis allowed
the detection of tubulin and several configurations of microtubular cytoskeleton. Both cortical
microtubules and mitotic arrays were found only in the early stages of development, showing
intense activity of the cell cycle and histodifferentiation between Green-A and Green-G stages, in
which confirms the formation of radicle composed of five meristems. The degradation of
microtubules and tubulin was observed from the Green-H stage, characterizing the J. curcas seed
maturation phase, in which the seed coat is fully formed and there is a significant increase in
germination rate. In this study it was possible to associate morphophysiological characteristics of
different stages of development of J. curcas seeds to different microtubule cytoskeleton settings
and define the transition of these phases.

Keywords: Microtubules. Histodifferentiation. Organogenesis.
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1 INTRODUCAO

Em espermatéfitas, o desenvolvimento da semente pode interromper o ciclo de vida ou
ligar duas geracdes esporofiticas. Este mecanismo bioldgico representa uma vantagem evolutiva,
pois as sementes contém o material genético e 0s nutrientes necessarios para estabelecer a
proxima geracéo, permitindo a dispersdo e sobrevivéncia das plantas, que sdo formas de vida
sésseis (BEWLEY, 1997; BAUD & LEPINIEC, 2010).

O desenvolvimento das sementes inicia-se pela dupla fertilizacdo no saco embrionario,
originando o zigoto e o endosperma. A embriogénese é o subsequente periodo de
desenvolvimento no qual, ap6s consecutivas divisdes mitdticas, o eixo polar do corpo da planta é
definido, com a especificacdo dos apices caulinar e radicular e formacéo dos sistemas de tecidos
embrionarios e 6rgdos. Quando as divisdes celulares cessam, o embrido entra na fase de
maturacao, que é caracterizada pela expansdo celular e acimulo de reservas (agUcares, proteinas e
lipideos) nos tecidos de armazenamento. Nas sementes ortodoxas, como em J. curcas, ha ainda a
fase de dessecacdo, marcada por um acentuado declinio no peso fresco devido a perda de &gua
(WEST & HARADA, 1993; BEWLEY & BLACK, 1994; HARADA, 1997; DE CASTRO &
HILHORST, 2004; DUBREUCQ et al 2010).

Um dos principais desafios das células vegetais é controlar a sua morfologia. Para tanto,
precisam ser capazes de crescer e se dividir dentro das limitagcdes do tecido circundante para o
qual é determinada, e construir uma parede celular mecanicamente robusta, a fim de conter a
pressdo de turgor. Isto requer o controle tanto da dire¢do de crescimento, quanto da orientacdo do
plano de divisdo. Estes processos dependem de distintos arranjos de microtibulos associados as
diferentes etapas do ciclo celular (ALBERTS et al., 2002; DEINUM & MULDER, 2013).

Microtiibulos sdo polimeros polares compostos de heterodimeros de a e B tubulina, cada
um com massa molecular de, aproximadamente, 50.000 Da. Desempenham um papel central em
importantes processos das células eucaridticas, como divisdo e expansdo celular, transporte
intracelular e definicdo da forma das células. Nas plantas sdo especialmente importantes na
morfogénese. Durante a progressdo do ciclo celular, o citoesqueleto microtubular apresenta
mudancas configuracionais devido ao mecanismo intrinseco de instabilidade dindmica dos
microtubulos. Estes sofrem crescimento e reducdo, levando a formagdo de diferentes arranjos

como microtubulos corticais (MC), banda preprofase (BPP) e fragmoplasto, que sdo estruturas
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microtubulares especificas de plantas (GODDARD et al.,1994; HASEZAWA & KUMAGAI,
2002; MAYER & JURGENS, 2002; HASHIMOTO, 2013).

Eventos do ciclo celular, analizados atraves dos perfis espacial e temporal das diferentes
configuracBes do citoesqueleto microtubular, séo utilizados como meios eficazes para
caracterizar as fases de histodiferenciacdo e organogénese durante o desenvolvimento de
sementes (DE CASTRO & MARRACCINI, 2006).

Jatropha curcas L. pertence a familia Euphorbiacea, cujo género compreende cerca de
175 espécies. E classificada como arvore pequena ou arbusto perene que cresce até 5m de altura,
e 0 ciclo de vida pode atingir 50 anos (DIVAKARA et al.,2010). No Brasil, cresce
espontaneamente em diversas condi¢des edafocliméticas, abrangendo uma area que vai do estado
do Maranhdo até o Rio Grande do Sul (ROSADO et al., 2010), passando por regides com
caracteristicas bem distintas. Produz sementes endospermaticas com um alto teor de 6leo (35% -
40 %), que pode ser utilizado para iluminacédo, na fabricacéo de sabdo, na inddstria de cosméticos
e na producdo de combustivel para cozinha e biodiesel (JONGSCHAAP et al., 2007).

Existem diversos estudos sobre o desenvolvimento de sementes de J. curcas (KAUSHIK,
2003; DRANSKI et al., 2010; PESSOA et al., 2012; SILVA et al., 2012; RUBIO et al., 2013;
CATZIN-YUPIT et al., 2014; PORWAL et al., 2014), porém, nenhum estudo relacionado ao
ciclo celular durante a embriogénese e maturacdo foi encontrado. Com isso, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar as configuragdes do citoesqueleto microtubular durante o desenvolvimento de
sementes de J. curcas e associa-las as alteracbes morfofisioldgicas durante os diferentes estadios

de desenvolvimento, descritos no capitulo 1.

2 MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

O material bioldgico utilizado neste trabalho foi produzido, em 2012, no campo
experimental da Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), localizado no
municipio de Alagoinhas/BA, latitude de 12° 08” — 12°10° S e longitude de e 38° 26> —38° 30° W.
Para 0 estudo do citoesqueleto microtubular foram coletados embrides em diferentes estadios de

desenvolvimento, conforme classificacdo das sementes de J. curcas descrita no capitulo 1. As
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sementes foram classificadas em 13 estadios de maturacdo: Verde (subdivididas em A, B, C, D,
E, F, G, H), Verde-Amarelo, Amarelo, Amarelo-Marrom, Marrom-Amarelo e Seca.

2.2 Emblocamento das amostras

Os procedimentos preparativos envolveram 4 etapas: fixacdo, desidratagéo, infiltracdo, e
emblocamento das amostras em resina BMM (butil- e metil- metacrilato). Foram utilizados 5
eixos embrionérios para cada estadio de desenvolvimento. Estes foram extraidos com auxilio de
estilete e pinca e acondicionados em microtubos (2 mL) contendo solucdo fixadora. O processo
de fixacdo consistiu na imersdo das amostras em Paraformaldeido (PFA) a 4% (p/v) mais tampao
MSB - tampdo estabilizador de microtibulos (50 mM PIPES, 5 mM EGTA, 5 mM
MgS04.7H20, 2.5 KOH, pH 6.9), sendo agitadas constantemente a temperatura ambiente,
durante 4 horas, em forno hibridizador (BELLCO GLASS INC - AUTOBLOT). Em seguida,
passaram por quatro lavagens em tampao MSB, com duragéo de trinta minutos por cada lavagem.
A etapa de desidratacéo foi realizada gradativamente com trocas sequenciais de solucdo de etanol
com DTT nas concentracBes de 10, 30, 50, 70, 96 e 100%, sendo as amostras agitadas nas
concentragdes de 10 até 50% durante trinta minutos, e mantidas em pernoite a 4°C na
concentracdo de 70%, e na manhé& seguinte, mantidas por 1 hora a 4°C nas concentragdes de 96 e
100%.

A etapa de infiltracdo também foi realizada de forma gradativa, com trocas sequenciais de
solucdes de etanol: BMM (3:1/ 1:1/ 1:3) a cada 2 horas, seguida de uma etapa final apenas com
BMM a 100% durante o periodo noturno. Por fim, as amostras foram acondicionadas em
capsulas preparativas para inclusdo em fundo conico (Electron Microscopy, cod. n® 70020)
contendo BMM 100%, sendo em seguida submetidas a polimerizagao sob luz ultravioleta por 12
horas a -20°C (Freezer Carrier — Mod. F550), conforme metodologia proposta por Baskin (1992),
modificada por De Castro et al. (2000) e Faria et al. (2005).

2.3 Seccionamento, Imunomarcacao e Microscopia

Apo6s o emblocamento das amostras, foram feitos cortes anatdmicos semi-finos (1,5 um)
em ultra micrétomo (Leica, Mod. EM UCY7), estes foram colocados sobre gotas de agua em
laminas para microscopia. O enrugamento das sec¢des foi removido estirando-as com vapor de

cloroférmio, usando-se um cotonete saturado, posicionado préximo a superficie da seccdo
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flutuando sobre a gota de &gua. Em seguida, as laminas foram postas sobre chapa aquecedora a
60°C até evaporacdo completa da dgua e fixacdo das sec¢des a lamina.

Para a completa remocéo da resina de BMM, as laminas com os cortes histoldgicos foram
colocadas em berco e lavadas em acetona duas vezes durante 10 minutos sob agitacdo constante,
seguida de lavagem em solucdo tampéo fosfato-salino (PBS) (2,7 M de Cloreto de Sodio (NaCl),
0,2 M de Fosfato Dissodico (Na,HPO,), 0,05 M de Cloreto de Potassio (KCI) e 0,03 M de
Fosfato Monopotassico (KH,PO,4) pH 7.5, também por duas vezes, durante 10 minutos. Em
seguida, foi realizada imersdo em solucdo de Cloridrato de Hidroxilamina 0,1 M (HAH - Sigma-
Aldrich, cod. n® 5470-11-1) durante cinco minutos e, posteriormente, enxague em tampdo PBS
pH 7.5 durante 5 minutos, sempre sob agitacdo constante.

Em etapa posterior, as secBes foram imersas, por 30 minutos, em solucdo bloqueadora a
1%, contendo albumina de soro bovino (BSA-V - Aurion, cod. n°® 900.011) e PBS (pH 7.5). Em
seguida, passaram por trés lavagens em solucdo de BSA acetilado a 0,01% (BSAc - Aurion, cod.
n® 900.099) e PBS pH 7.5, durante 5 minutos cada, sob agitacdo permanente. Apos estas etapas,
foi realizada secagem das laminas com papel filtro e marcacdo em torno dos cortes com caneta
hidrofébica. Os cortes marcados foram incubados durante a noite a 4°C, na auséncia de luz, em
anticorpo monoclonal anti a-tubulina produzido em camundongo (Clone DM 1A, Sigma-Aldrich,
cod. n°® T9026) diluido 1:100 (v/v) em BSAc. No dia seguinte, realizaram-se quatro lavagens de
15 minutos, em solugéo de PBS pH 7.5 com 0,01% de BSAc, e as laminas foram da caixa escura
para o berco de lavagem de laminas.

As laminas foram secas com papel filtro, tomando-se cuidado para ndo danificar os cortes,
e incubadas por duas horas a temperatura ambiente com anticorpo secundario anti IgG de
camundongo, produzido em caprino, e conjugado com AlexaFluor® 488 (Clone B-5-1-2,
Invitrogen — Molecular Probes, cod. n® 32-2588) diluido 1:100 (v/v) em BSAc. A partir desta
etapa, todo procedimento foi realizado com minimo de luz, acondicionando-se as laminas em
caixa escura. Apds incubagdo em anticorpo secundario, foram realizadas quatro lavagens
adicionais de 15 minutos cada, em solucdo de PBS pH 7.5 com 0,01% de BSAc. Por fim,
procedeu-se a cobertura das sec¢es com glicerol (CITIFLOUR AF-3, Electron Microscopy, cod.
n® 17972-25) e laminula para detec¢éo e visualizacdo de tubulina e/ou microtabulos.

Secgdes também foram coradas com azul de toluidina a 1%, para analises anatdmicas.
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As seccBes foram analisadas em microscopio de fluorescéncia com camera acoplada
(Olympus, Mod. BX51), utilizando-se para tal o filtro de excitacdo azul, com comprimento de
onda de 450 a 490 nm.

Os ensaios foram realizados no Laboratdrio de Bioquimica, Biotecnologia e Bioprodutos
(LBBB) da Universidade Federal da Bahia e na Plataforma de Microscopia do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM — Fiocruz) Salvador - BA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A imunomarcacdo das secgdes histologicas evidenciou que, ao longo dos diferentes
estadios de desenvolvimento, a tubulina estava presente em diferentes configuracbes do
citoesqueleto ou também em forma de granulos.

Em sementes classificadas como Verde-A o embrido encontra-se no estadio torpedo
(Capitulo 1, Figura 2A). Na andlise das sec¢fes anatbmicas pode-se constatar o desenvolvimento
e diferenciacdo do hipocotilo e radicula, e o inicio da diferenciacdo dos tecidos vasculares,
dérmico e fundamental (Figura 1A). Nesse estadio, ao longo de todo eixo embrionério, houve
uma intensa organizacdo do citoesqueleto microtubular em arranjos corticais e mit6ticos, como
banda da pré-préfase, fuso mitoético e fragmoplasto (Figura 1B, 1C e 1D, respectivamente).

No estddio Verde-B ambas as configuragdes microtubulares (corticais e mitoticas)
também estavam presentes (Figura 2A-C). Nesta etapa, j& é observado uma distin¢cdo dos
sistemas de tecidos, sendo bem visivel a delimitacéo do sistema vascular, fundamental, epiderme,
meristema da raiz principal e meristemas das raizes adventicias (Capitulo 3). No cértex, no tecido
vascular e nos meristemas das raizes adventicias ha numerosas divisoes celulares (Figura 2A-B).
No é&pice radicular, as células apresentaram-se bastante alongadas, com predominancia de
microtibulos corticais (Figura 2C). O embrido encontra-se em estadio cotiledonar inicial
(Capitulo 1, Figura 2B), apresentando dois cotilédones bem desenvolvidos, um eixo alongado e

meristemas apicais bem diferenciados.
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Figura 1. SeccBes longitudinais do eixo embrionério durante o desenvolvimento de sementes de
Jatropha curcas L. — estddio Verde-A. (A) Meristemas primarios: Promeristema (Pm),
Procambio (Pc), Meristema fundamental (Mf), Protoderme (Pd). (B) Organizacdo do
citoesqueleto microtubular: as setas indicam bandas da pré-préfase (BPP) e os asteriscos indicam
os microtubulos corticais. (C) BPP, fuso mitdtico (setas) e microtubulos corticais (asteriscos). (D)
Fragmoplasto (seta) e microtubulos corticais (asteriscos). Fonte: autor.

Os meristemas das raizes adventicias (conforme descrito Capitulo 3) ja estdo bem
definidos nesse estadio (Figura 2B), confirmando que estes se formam durante a embriogénese.
Meristemas sdo regides de tecidos embrionarios, formadas por populacBes de células tronco
pluripotentes, que podem dividir-se indefinidamente ou responder a estimulos que levam a
formacéo de novos 6rgéos da planta (EVELAND & JACKSON, 2011).
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Segundo Catzin-Yupit et al. (2014), embribes de J. curcas em estadio cotiledonar foram
observados entre 5 e 15 dias apds a antese (DAA). Este estadio € provavelmente anterior ao
estadio Verde-B do presente estudo, baseando-se no aspecto morfoldgico externo das sementes
descrito por esses autores e neste trabalho no Capitulo 1, Figura 2.

Nos estadios Verde-C, Verde-D e Verde-E foi verificada uma intensa atividade mitotica
nos meristemas da raiz principal e das raizes adventicias, no cilindro vascular e na epiderme
(Figura 2D-M). Nesses trés estadios também se observou a forte presenca de microtibulos
corticais com padrdo criss-cross. Microtibulos em criss-cross representam um padrdo no qual
coexistem microttbulos transversais e longitudinais (WIESLER, 2002). No estadio Verde-E, em
especial, verificou-se uma intensa marcacdo na regido da epiderme, sistema fundamental e
cilindro vascular (Figura 2J-L). No citoplasma, os microtdbulos oferecem suporte estrutural e
atuam como um dispositivo que canaliza diversos componentes celulares, permitindo o
movimento de particulas em vérias dire¢bes (FUJITA et al., 2011).

Nas sementes Verde-C o embrido encontra-se no estadio cotiledonar intermediario
(Capitulo 1, Figura 2C). De acordo com Cocucci & Mariath (2004), essa fase se caracteriza pelo
desenvolvimento e diferenciacdo do hipocotilo e da radicula, e pelo inicio da diferencia¢do dos
tecidos vasculares. No presente trabalho foi possivel detectar a ocorréncia de estbmatos nesse
estadio (Figura 3A-B), indicando que essas estruturas se formam durante a embriogénese. A alta
atividade mitotica na epiderme do eixo embrionéario, e na regido proéxima ao meristema da raiz
adventicia (Figuras 2D, 2G e 2J), pode estar relacionada a geracdo das ceélulas-guarda,
representando a formacdo do complexo estomatico. No Estadio Verde-F também foi detectada a

presenca de estdbmatos em diferentes fases de desenvolvimento (Figura 3C).
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Figura 2. Configuragdes do citoesqueleto microtubular do eixo embrionario de Jatropha curcas
L. em diferentes estadios de desenvolvimento. (A) Epiderme, cortex e sistema vascular. (B, E, H,
L) Meristema da raiz adventicia. (C, F, I, M) Meristema apical da raiz. (D, G, J) Epiderme e
cortex. (K) Sistema vascular evidenciando microtibulos criss-cross. As setas indicam

microtubulos mitéticos e os asteriscos indicam microtibulos corticais. Fonte: autor.
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Figura 3. Seccbes anatdmicas transversais do eixo embrionario de Jatropha curcas L. em
diferentes estadios de desenvolvimento. (A) Estaddio Verde-C, evidenciando estdbmatos na
epiderme e 0 meristema da raiz adventicia. (B) Detalhe de um estdbmato representado dentro do
circulo vermelho na figura A. (C) Estadio Verde-F, evidenciando estdmatos em diferentes fases
de diferenciacdo celular. Medula (m), Sistema vascular (sv), Cortex (c), Epiderme (ep),

Meristema da raiz adventicia (mra). Fonte: autor.

Microtibulos formam arranjos altamente organizados durante a morfogénese do
complexo estomético, como microtdbulos corticais da interfase, BPP e arranjos radiais. Os
microtubulos estabelecem a polaridade nas divisdes assimétricas das células estomaticas,
controlam a orientacdo da deposicdo das microfibrilas de celulose e assim, afetam o padrdo de
espessamento da parede celular, definindo as propriedades mecanicas das células estomaticas e
regulando precisamente o formato das células-guarda (GALATIS & APOSTOLAKOQOS, 2004).

No estadio Verde-F microtubulos corticais e mitéticos, bem com granulos fluorescentes
de tubulina foram detectados (Figura 4A-C). No estadio verde-G (Figura 4D-G), os arranjos
mitoticos foram visiveis somente nas regides dos meristemas laterais das raizes adventicias, mas
0s arranjos corticais ainda eram persistentes nas demais regides analisadas. A partir do estadio
verde-H (figura 4H-J) foram detectados apenas granulos fluorescentes, especialmente na regido
do cilindro vascular e cortex. Isso indica que as divisdes celulares cessam durante o estadio
anterior (verde-G), indicando o fim da histodiferenciacéo e inicio do processo de maturagdo. Os
granulos fluorescentes resultam da despolimerizacéo do citoesqueleto microtubular e precedem a
degradacdo de tubulina quando ndo ha mais atividade mit6tica (DE CASTRO et al., 2000).

Foi relatado que em sementes de J. curcas a histodiferenciagdo ocorreu antes dos 29 dias
apos polinizacdo (DAP) e a fase de enchimento ocorreu entre 29 e 41 DAP (correspondendo a

fase situada entre os estadios Verde-C e Verde-H). Finalmente, aos 41 DAP, houve expressiva
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diminuigdo no teor de umidade, caracterizando a fase de dessecagdo das sementes ortodoxas
(JIANG et al., 2012).
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Figura 4. Aspecto do citoesqueleto microtubular do eixo embrionario de Jatropha curcas L. em
diferentes estadios de desenvolvimento. (A, B e C) Estadio Verde-F. (D, E, F, G) Estadio Verde-
G. (H, 1, J) Estadio Verde-H. (K, L, M) Embrido de semente madura e seca. As setas brancas
indicam microtubulos mitoticos, as vermelhas granulos de tubulina, as azuis elementos de xilema.

Os asteriscos indicam microtibulos corticais. Fonte: autor.
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O eixo embrionario da semente no estadio seco (extraido de sementes maduras secas)
apresentou somente granulos fluorescentes de tubulina. No cilindro vascular foram observadas
células bastante diferenciadas, como elementos de xilema (Figura 4K-M).

Os resultados indicam que a fase de crescimento do embrido € caracterizada por intensa
atividade mitotica que cessa no embrido maduro. As células detém as divisGes durante todo
processo de maturacdo e reassumem a atividades mitotica ap6s a germinacao.

Em J. curcas, o acumulo de tubulina foi detectado apds 24h de embebicdo de sementes
secas e maduras. Ja as divisdes celulares recomecaram a partir da protrusdo radicular (72 horas de
embebicdo), e foram visualizadas no &pice do meristema que forma a raiz principal e nos quatro
meristemas laterais que formam as raizes adventicias da nova plantula (BRITO, 2010).

O inicio da embriogénese é uma fase critica de diferenciacdo, onde as caracteristicas
béasicas da planta sdo estabelecidas (LAU et al., 2012). O embrido contém o eixo embrionario e 0s
cotilédones. Ambos sdo compostos por trés tecidos primordiais: protoderme, procambio e
meristema fundamental, que durante o desenvolvimento da pléntula, se tornardo a epiderme, o
tecido vascular e o tecido fundamental, respectivamente (GOLDBERG et al., 1994).

A predominancia de microtubulos corticais e mitdticos, observados nos estadios iniciais
do desenvolvimento, sugere que a formacdo da semente de J. curcas resulta de divisdo e
expansao celular concomitante. Mudancas morfogenéticas durante este periodo sdo mediadas por
taxas diferenciais de divisdo e expanséo celular (GOLDBERG et al., 1994). O final da atividade
mitotica foi detectado no estadio H, indicando o final da histodiferenciacdo e completa formacao
do embrido com inicio da maturacdo. Isto pode ser confirmado pela alta porcentagem de
germinacdo neste estaddio (Capitulo 1, tabela 4), visto que a passagem da etapa de
desenvolvimento para a fase germinativa requer a completa histodiferenciacdo (DE CASTRO et
al., 2000). Nesse estadio, as sementes de J. curcas ainda ndo chegaram a maturidade fisioldgica,
pois ainda ndo atingiram o maximo valor de massa seca versus minimo de teor de umidade
(Capitulol, tabela 3).

A morfogénese do embrido termina com a completa formacao das estruturas, enquanto
que, durante o processo de maturacdo da semente, tanto o embrido quanto o tegumento s&o
preparados para a dorméncia. A fase situada entre a morfogénese e a maturagédo da semente

compreende principalmente o processo de crescimento, na qual € observado um aumento nas
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divisdes celulares. Em seguida, as divisdes celulares s&o interrompidas, indicando o fim desta
fase (BERGER, 1999; RAZ et al., 2001).

Do estadio Verde-H para o Seco, ocorreu um acumulo significativo de matéria seca e
reducdo no teor de umidade (Capitulol, tabela 3). O decréscimo no teor de umidade resulta na
diminuicdo do metabolismo durante o desenvolvimento, causando uma interrup¢do no processo
de sintese e replicagdo do DNA. Portanto, neste estaddio estdo presentes apenas granulos de
tubulina, resultantes da despolimerizacdo de microtibulos (KERMODE E BEWLEY , 1989; DE
CASTRO et al., 2000).

A partir do estadio Amarelo ha uma queda acentuada na germinacdo (Capitulo 1, tabela
4), isto pode ocorrer pela dorméncia induzida durante a dessecagcdo em sementes ortodoxas,
impedindo que as mesmas germinem ainda no fruto. As sementes ortodoxas estdo maduras apos
passarem pelo processo de dessecacdo e atingirem o seu menor teor de umidade, estando nessa
fase ausentes os microtdbulos corticais e mitdticos (KERMODE & BEWLEY, 1985; DE
CASTRO & HILHORST, 2000).

Apds a colheita, sementes de pinhdo manso ainda precisam de um periodo de repouso
para germinar JOKER & JEPSEN, 2003). A germinacdo de sementes da espécie € inibida
simplesmente pela presenca do endosperma, sugerindo que essa estrutura causa algum grau de
dorméncia fisica. Todavia, o tempo e as condi¢cbes de armazenamento reduzem esse efeito
(PAIVA NETO et al., 2014).

Neste trabalho foi possivel definir a transicdo entre a fase de histodiferenciacdo e
maturacdo, bem como associar as caracteristicas morfofisioldgicas dos diferentes estadios de
desenvolvimento das sementes de J. curcas as diferentes configuracbes do citoesqueleto
microtubular, & formacdo de radicula multimeristeméatica e de estdbmatos em epiderme
embrionaria. Sendo assim, pode-se concluir que a embriogénese foi caracterizada por alta
atividade mitotica, com diferenciacdo de tecidos, 6rgdos e celulas especializadas, e a maturacdo
marcada pelo aumento do estoque de reservas (aumento da massa seca) e reducdo do teor de
umidade (dessecacdo das sementes ortodoxas). Nesta fase, o eixo embrionario interrompe seu
crescimento e ndo ha divisdes mitdticas, apenas granulos de tubulina, provenientes da quebra do

citoesqueleto microtubular.
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CAPITULO 3

ASPECTOS MORFOANATOMICOS DA FORMAGCAO INICIAL DO SISTEMA
RADICULAR DE JATROPHA CURCAS L.

RESUMO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) produz sementes ricas em 6leo considerado uma promissora
fonte de matéria-prima renovavel para a producdo de biodiesel. Esta espécie é bastante conhecida
também por ser bem adaptada a ambientes aridos. O presente estudo descreve um novo perfil
organizacional morfoanatbmico em embribes de J. curcas, revelado através de andlises
microscopicas. Embrides de sementes secas maduras possuem uma radicula multimeristematica
composta por um meristema apical central principal e quatro meristemas laterais. Seccdes
transversais mostram uma organizagdo vascular diferenciada na estrutura primaria do hipocotilo
(futuro caule), no qual ha quatro feixes vasculares formando um anel em torno da medula. Apds a
embebicdo das sementes, 0s quatro meristemas laterais se desenvolvem e conectam-sea cada dois
feixes vasculares pré-existentes. Assim como 0 meristema apical principal, os meristemas laterais
parecem também serem estabelecidos durante a embriogésese, originados de células na regido do
cortex interno ou do periciclo, e crescem para fora através do cortex e da epiderme, formando
raizes. A germinagdo é completada com a protrusdo simultanea de uma raiz principal maior e
quatro raizes menores adventicias, todas crescendo ao mesmo tempo, durante a formacéo inicial
do sistema radicular. Esse padrdo morfoanatdmico diferenciado em sementes e plantulas de J.

curcas pode representar um novo mecanismo de adaptacao as condi¢des ambientais adversas.

Palavras-chave: Jatropha spp. Multimeristema. Germinacgdo. Raizes.
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ABSTRACT

Jatropha curcas (Euphorbiaceae) is an oil-rich seed species considered a promising source of
renewable feedstock for biodiesel production and known to be well adapted to arid environments.
The present study describes a novel morpho-anatomical organizational profile in J. curcas
embryos as revealed by microscopic analysis. Embryos of dry mature J. curcas seeds have a
multi-meristematic radicle tip composed of one apical central main meristem and four lateral
meristems. Transverse sections show a differentiated vascular organization in the primary
structure of the hypocotyl (future stem), in which there are four vascular bundles forming a ring
around the pith. Upon seed imbibition, the four lateral meristems develop and interconnect
between each two of the pre-existing vascular bundles. As for the main apical meristem, the
lateral meristems appear also to be established during embryogenesis, originating from the from
cell regions in the inner cortex or from pericycle and growing out through the cortex and
epidermis. Germination is completed with the simultaneous protrusion of one larger main root
and four smaller adventitious roots growing at the same time during early root system formation.
Such unique morpho-anatomy in seeds and seedlings of J. curcas may represent a novel

mechanism of adaptation to adverse environmental conditions.

Key words: Jatropha spp. Multimeristem. Germination. Roots.
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1 INTRODUCAO

Embora o aparecimento das angiospermas, durante o cretdceo, seja um fenémeno
relativamente recente em relacdo a outros grupos de plantas, este clado ocupa uma ampla
diversidade de habitat na Terra e varia enormemente em tamanho, forma, longevidade,
morfologia reprodutiva, composi¢do quimica, tamanho e organizacdo do genoma (SOLITIS &
SOLITIS, 2004; FRIIS et al., 2010).

O padrdo do corpo multicelular das plantas vasculares é bastante complexo e resulta de
um longo processo evolutivo de especializacdo para a sobrevivéncia no ambiente terrestre
(NIKLAS, 1997). O plano do corpo do embrido é estabelecido desde a embriogénese. Neste
estadio, o eixo polar e o padrdo radial do corpo da planta sdo definidos com a especificacdo dos
dominios do apice radicular e caulinar, seguido da formacédo de tecidos embrionarios e 6rgdos
(EVERT, 2007; GEORGE et al., 2008). Cada polo apresenta o respectivo meristema apical,
radicular e caulinar, que estdo envolvidos com o0 crescimento da planta em comprimento
(RAVEN, 2007; APEZZATO-DA-GLORIA & CARMELLO-GUERREIRO, 2012).

O embrido tipicamente maduro é diferenciado, exibe polaridade estrutural e consiste de
um eixo dividido entre radicula (raiz embrionaria) e parte aérea com um ou dois cotilédones.
Todas essas partes sdo compostas de trés tecidos primordiais, protoderme, procdmbio e
meristema fundamental, que durante o desenvolvimento da plantula originaréo, respectivamente,
a epiderme, o tecido vascular e os tecidos fundamentais (parénquima, colénquima e
esclerénquima) (GOLDBERG et al., 1994; LINKIES, 2010).

Durante o crescimento de 6rgdos axiais das plantas, o desenvolvimento vascular acontece
em duas regides especificas localizadas diretamente abaixo e acima dos meristemas apicais do
caule e da raiz. Este processo resulta na formacéo de arranjos especificos dos feixes vasculares
que correm através da planta em uma distribuicdo espacial caracteristica, controlada
geneticamente (CARTENI et al., 2014). Dois niveis de organizacdo espacial podem ser
distinguidos dentro do sistema vascular: um padrdo longitudinal, isto €, o arranjo espacial dos
feixes vasculares dentro de um 6rgédo; e um padrdo radial, que é o arranjo espacial do floema e
xilema dentro de cada feixe vascular e, mais comumente, dentro de uma seccdo transversal da
planta (ESAU, 1977; EVERT, 2007).

A raiz é a primeira estrutura formada durante a germinacdo das sementes (BEWLEY et

al., 2012). O termo raiz denota um orgdo multicelular, caracterizado por funcgdes especificas
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como resposta gravitropica, ramificacdo enddgena, pélos radiculares e uma coifa protetora
(HENRICK & STRULLU-DERRIEN, 2014). O sistema radicular compde-se de unidades de
exploracdo gque sustentam o desenvolvimento das plantas acima do solo. O meristema apical da
raiz permite a planta explorar o solo verticalmente, enquanto os meristemas laterais desenvolvem
novas raizes a partir do periciclo e possibilitam a obtencdo de nutrientes e &gua, lateralmente
(MUNNE-BOSCH, 2014).

Jatropha curcas L. pertence a familia Euphorbiaceae e tem como possivel centro de
origem o0 Meéxico e parte continental da América Central. Suas sementes contem um alto teor de
6leo (35% - 40 %), com caracteristicas que possibilitam seu uso para iluminacédo, fabricacdo de
sabdo, na industria de cosméticos e na producdo de combustivel para cozinha e biodiesel. Esta
espécie vem sendo considerada uma cultura potencial para os tropicos, pois além de crescer em
solos degradados, favorece a recuperacdo de areas erodidas (HELLER, 1996; JONGSCHAAP et
al., 2007; ISLAM et al., 2011).

A protrusdo da raiz priméaria em J. curcas ocorre tipicamente no terceiro dia apds a
embebicdo em agua. As plantulas apresentam um hipocétilo esverdeado e longo, dois cotilédones
foliaceos e um sistema radicular composto de uma raiz principal forte, quatro raizes laterais e
muitas raizes secundarias (HELLER, 1996; BRITTAINE E LUTALADIO, 2010; BRASILEIRO
et al., 2012; LOUREIRO et al., 2013). Este padrdo morfoanatdomico pode estar relacionadado
com a adaptacdo desta espécie a ecossistemas adversos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi descrever o padrdo morfoanatdmico do sistema radicular em J. curcas em diferentes fases da

germinacao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

O material bioldgico utilizado neste trabalho foi produzido, em 2012, no campo
experimental da Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), localizado no
municipio de Alagoinhas (BA), latitude de 12° 08” — 12°10” S e longitude de 38° 26” — 38° 30° W.
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2.2 Andlises em microscopio estereoscopico

As anélises microscopicas foram realizadas utilizando-se embrifes excisados de sementes
de J. curcas secas e 0 eixo hipocétilo-radicula de plantulas em diversos estadios de
desenvolvimento.

Inicialmente as sementes de J. curcas foram desinfestadas superficialmente em uma
solugéo contendo 0,125% de cloro ativo e Tween 20 (1 gota de Tween 20 para cada 100 mL de
solucdo), sendo agitadas constantemente durante 10 minutos e em seguida submetidas a 5
lavagens com agua destilada. O teste de germinacdo foi montado em rolo de papel tipo
“germitest” (28 cm x 38 cm), umedecido com agua destilada, na propor¢ao de trés vezes o peso
do papel seco. As sementes foram dispostas no papel e levadas ao germinador (Eletrolab, Mod.
EL202) ajustado a temperatura de 25°C, na auséncia de luz. Cada rolo foi acondicionado em saco
plastico para evitar o ressecamento do substrato e possiveis contaminacdes. Foram coletadas
amostras nos seguintes periodos de embebicdo: 0 (semente seca), 24, 48, 72 (protrusao radicular),
96 e 120 horas (crescimento pds-germinativo). Em sementes ndo germinadas (0 a 48 horas), o

tegumento foi removido, expondo o eixo embrionario (Figura 1A - D) a partir do qual a area de

transicdo hipocétilo-radicula até a extremidade radicular foi isolada.

~g
3. !

"':{ |

Figura 1. Sementes de Jatropha curcas L. em diferentes fases da germinacéo. (A) Semente
madura seca (0 hora); (B) 24 horas embebida agua; (C) 48 horas embebida &gua; (D) coleta de
radiculas em sementes ndo germinadas (A — C); (E) 72 horas embebida agua; (F) 96 horas
embebida agua; (G) 120 horas em &gua. As linhas vermelhas delimitam a porcdo analisada.

Fonte: autor.
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As imagens foram obtidas através do microscépio estereoscopico Zeiss Discovery V12,
Os ensaios foram realizados nos Laboratérios de Fisiologia de Plantas e de Biologia Celular
Vegetal da Universidade e Centro de Pesquisa de Wageningen (Wageningen University and
Research Center - WUR).

2.3 Analises em Microscopio Optico

Para as observacdes anatdmicas, o material excisado (Figura 1) foi fixado em solucao
contendo Paraformaldeido 4%, Glutaraldeido 3%, tampédo Fosfato Salino (PBS) 0,1 M (pH 7.2)
por 24 horas. Apos a fixacdo, as amostras foram enxaguadas 4 x 15 minutos em PBS e 2 x 15 em
agua bidestilada. Em seguida passaram por desidratacdo com trocas de solucdo hidroetandlica em
concentracdes gradativas de 10, 30, 50, 70, 96 e 100%, sendo agitadas constantemente em todas
as concentracfes durante 30 minutos, com excecdo da concentracdo de 70%, na qual as amostras
ficaram imersas durante a noite. A etapa de pré-infiltracdo consistiu em trocas da solucdo de
etanol e solucdo A, esta contendo Glicolmetacrilato (Technovitt7100, Heraeus Kulzer), PEG 400
e perdxido de benzoila (Hardner I, Heraeus Kulzer), nas proporcdes 5:1/ 3:1/1:1/ 1:3, por duas
horas cada ou deixando durante a noite. Para polimerizacdo em blocos, as amostras foram
finalmente colocadas em moldes que foram rapidamente preenchidos com Solugdo B (15 mL de
Solucéo A para 1 mL de dimetilsulfoxido - Hardner 11, Heraeus Kulzer) e cobertos com tampa
plastica para impedir a entrada de oxigénio e formacdo de bolhas. Em seguida, os moldes foram
levados para estufa a 37°C e mantidos por 1 hora. Ap6s a polimerizacdo, os moldes foram
aderidos em suportes plasticos, para seccionamento em microtomo de rotacdo, usando-se metil-
metacrilato (Technovitt 3040, Heraeus Kulzer, Alemanha). As sec¢des transversais e
longitudinais, com 4um de espessura, foram coradas com azul de toluidina a 1%, observadas em
microscopio 6ptico (Nikon Optiphot) e fotografadas com camera Panasonic wv-E 550 3-CCD.
Também foram realizadas observagdes em embriGes de sementes secas de outras espécies do
género Jatropha (J. multifida, J. gossypiifolia, J. podagrica), visando comparar com o padréo
observado para a espécie estudada. Os ensaios foram realizados nos Laboratorios de Fisiologia de
Plantas e de Biologia Celular Vegetal da Universidade e Centro de Pesquisa de Wageningen

(Wageningen University and Research Center - WUR).
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2.4 Andlises em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)

As amostras coletadas foram fixadas em solucdo Karnovsky (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% em tampéo cacodilato de sédio 0,1M, com pH 7.2-7.4) por 24 horas. Em
sequida, foram lavadas trés vezes por 10 minutos em tampédo cacodilato de sodio 0,1M e pos-
fixadas por 1 hora, no escuro, a 4°C, numa solucéo contendo tetroxido de 6smio (OsO4) a 2% e
cacodilato de sédio 0,2 M. Apds esta etapa, as amostras foram novamente lavadas, duas vezes em
cacodilato de sodio 0,1 M e desidratadas por sucessivas substituicbes em série gradual de acetona
- 30, 50, 70, 90 e 100% (duas vezes), cada lavagem com duracdo de 10 minutos.

A seguir, as amostras foram levadas ao aparelho de ponto critico (Leica EM CPD 030)
para secagem completa, através da substituicdo da acetona por CO,. Ap0s esta etapa, as amostras
foram fixadas em cilindros de aluminio com 12 mm de diametro (Stubs), por meio de uma fita
adesiva de carbono com dupla face, e submetidas a metalizacdo por vaporizacdo de ouro em alto
vacuo, a fim de aumentar a condutividade elétrica no momento das analises no MEV (JEOL JSM
6390 LV). Os ensaios foram realizados na Plataforma de Microscopia do Centro de Pesquisa
Gongcalo Moniz (CPqGM - Fiocruz) Salvador, BA.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Além do meristema apical da raiz principal, o eixo embrionério das sementes de J. curcas
possui quatro protuberancias meristematicas, préximas a regido do colo, que originardo quatro
raizes adventicias (Figura 2). A medida que aumenta o tempo de embebicdo das sementes em
agua (24 e 48 horas), as protuberancias tendem a ficar mais proeminentes (Figura 2B-C). Apés a
protrusdo radicular (72 horas em agua) a raiz central apresenta-se com uma base espessa, que se
afunila em direcdo a coifa e as raizes adventicias se tornam bem visiveis (Figura 2D). Apds 96
horas em 4&gua, a raiz principal ja estd bastante alongada e as raizes adventicias bem
desenvolvidas, passando a ter o mesmo padrdo morfoldgico de desenvolvimento da raiz principal
(Figura 2E).

O eixo embrionario das sementes de J. curcas € descrito como axial, espatulado, com um
eixo hipocaétilo-radicula cilindrico, caracterizando-se ainda por apresentar hipoc6tilo com
didmetro maior na base, préximo ao colo e menor proximo a inser¢cdo dos cotilédones
(MONTERO et al., 2009).
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Figura 2. Micrografias estereoscopicas com detalhes do crescimento do sistema radicular em Jatropha
curcas L. durante 96 horas de embebigdo em &gua. (A) Porgdo da extremidade radicular evidenciando
protuberancias meristematicas em embriGes de sementes maduras secas. (B) Aspecto morfolégico ap6s
24 horas em agua. (C) ApGs 48 horas em agua. (D) Germinada ap6s 72 horas em agua. (E) Apo6s 96
horas, raizes adventicias e raiz principal bem desenvolvidas. As setas indicam a formagdo das raizes

adventicias e os asteriscos a raiz principal. Barra = 1mm. Fonte: autor.

O hipocétilo de Cnidosculus juercifolius (Euphorbiaceae) tem caracteristicas semelhantes
as de J. curcas, tais como a coloracao, o aspecto ampuliforme, textura lisa, brilhoso, engrossado e
latescente (SILVA et al., 2007). De acordo com Nunes et al. (2009), o coleto é bem definido pela
diferenca de cor e pela dilatacdo que ocorre entre o hipocotilo e as raizes. Afiez et al. (2005)
fazendo a caracterizacdo morfoldgica dos frutos, das sementes e do desenvolvimento das
plantulas de Jatropha elliptica, observaram que para essa espécie normalmente cinco raizes sao
formadas, uma central e quatro periféricas denominadas adventicias, que se desenvolvem a partir
do colo.

Alguns autores relatam que, ap0s a germinacao, a raiz principal de J. curcas € cilindrica,
glabra, branca e ramifica-se rapidamente, com o aparecimento de 4-5 ramificagdes no terceiro dia
apos a protrusdo radicular (HELLER, 1996; BRITTAINE & LUTALADIO, 2010; BRASILEIRO
et al., 2012; LOUREIRO et al., 2013). Porém, neste trabalho pode-se verificar que 0os meristemas
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para formacédo das raizes adventicias j& estdo presentes no embrido de sementes secas maduras
(Figuras 2A, 4A e 5A) e que tais raizes podem romper a epiderme do embrido antes mesmo da
protrusdo da raiz principal, através do endosperma e tegumento (Figura 4B). As protuberancias
meristematicas que ddo origem as raizes adventicias sdo, portanto, formadas durante o
desenvolvimento do embrido. Essas caracteristicas também foram observadas em outras espécies
do género Jatropha, revelando a existéncia de uma estrutura radicular complexa (presenca de
cinco meristemas), conforme observado em sec¢des anatdmicas de J. multifida, J. podagrica e J.
gossypiifolia (Figura 3A-C), podendo-se considerar este padrdo um marcador morfoldgico para o

género.

. —

Figura 3. Sementes maduras secas e sec¢Oes longitudinais em eixos embrionarios de trés espécies do
género Jatropha. (A) Sementes. (B) Jatropha multifida. (C) Jatropha gossypiifolia. (D) Jatropha
podagrica. As setas indicam o meristema das raizes adventicias e os asteriscos 0 meristema da raiz
principal. Barra = 100um. Fonte: autor.

As eletromicrografias (Figura 4) e sec¢des histologicas de embribes (Figura 5), sob
diferentes periodos de embebicdo em agua, confirmam um padrdo morfoanatdmico diferenciado
em J. curcas e aparentemente no género Jatropha. As raizes adventicias comegam a romper a

epiderme, na regido do colo, a partir de 48 horas de embebicdo em agua (Figura 4 B-C), antes
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mesmo da protrusdo da raiz principal atraves do tegumento (germinagdo), que ocorreu apos 72
horas de embebicdo em &gua (Figuras 2D e 4D). Estas caracteristicas sugerem que o embrido de
J. curcas é multimeristematico, originando um sistema radicular complexo, com a formacéo de 5

raizes na fase inicial de estruturacdo do sistema radicular, podendo ser um diferencial para o

género.

Fiocruz

G .
i Fiocruz

Figura 4. Eletromicrografias do meristema apical da raiz do eixo embrionario de sementes de Jatropha
curcas L. sob diferentes periodos de embebicdo em agua e fases da germinacdo. (A) Protuberancias
meristematicas (setas) em embrides de sementes secas. (B) Modificacdo morfoldgica nas protuberancias
meristematicas (setas e circulo), ap6s 48 horas de embebicdo em agua (sementes ndo germinadas). (C)
Detalhe da regido circulada em B, expondo a ruptura da epiderme por uma das raizes adventicias. (D)
Apdbs a germinacdo (72 horas de embebicdo em agua), € possivel observar aqui a raiz principal e 2

adventicias (setas). Fonte: autor.
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Para Carvalho e Nakagawa (2000) o eixo embrionario constitui-se em uma das mais
importantes estruturas na semente, pois apresenta a capacidade de se desenvolver, gragas a
presenca de tecido meristematico nas suas duas extremidades. Em sec¢bes longitudinais da
extremidade radicular em embrides de sementes secas de J. curcas, além dos meristemas
primarios (Promeristema, Procambio, Protoderme e Meristema Fundamental) e das células da
Coifa, sdo também visiveis dois grupos de células meristematicas localizadas na regido de
transicdo entre o colo e o apice da raiz principal (Figura 5A). Apos 48 horas de embebicdo em
agua, a medida que a germinacdo progride e as células se tornam mais alongadas, ja é possivel
observar que a organizacdo desse grupo de células meristematicas é bastante similar a
organizacao das células do apice radicular da raiz principal e que, portanto, originard outras

raizes (Figura 5B).

Figura 5. Secces longitudinais da extremidade radicular do eixo embrionario de Jatropha Curcas L., sob
diferentes periodos de embebicdo em &gua. (A) Meristemas primarios e dois diferentes grupos de células
meristematicas (asteriscos) em embrides de sementes secas. (B) Alongamento das células meristematicas
(ap6s 48horas de embebicdo em &gua - sementes ndo germinadas) que originardo a raiz principal e as
raizes adventicias. (C) Crescimento da raiz principal e das raizes adventicias apds a germinagdo (72 horas
de embebicdo em &gua. Coifa (co), Promeristema (pm), Procdmbio (pc), Meristema fundamental (mf),

Protoderme (pt), Raiz principal (rp). Barra = 100um. Fonte: autor.

A partir de 48 horas de embebigdo em agua, ja é possivel observar alguns elementos de
xilema em formacéo (Figura 6A - C) que estes conectardo os tecidos vasculares das raizes com os
do cilindro vascular do eixo caulinar. Este evento indica o inicio da organizacdo do procAmbio

para formacdo do sistema vascular. Essas células ocorrem na regido de transi¢do hipocotilo-
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radicula e proximo as raizes adventicias. No protofloema e no cortex desta mesma zona ocorrem
muitos laticiferos articulados (Figura 6B-C). Os laticiferos sdo células ou série de células
conectadas, que contém um fluido chamado latex em estado de suspensao, que ocorrem no corpo
primario e secundario de plantas, sendo bastante comuns no género Jatropha (Euphorbiaceae)
(KRISHNAMURTHY et al., 2013).

A .
RIG 2%

Figura 6. Seccdes longitudinais da extremidade radicular no eixo embrionario de Jatropha Curcas L.,
ap6s 48 horas de embebicdo em agua. (A) Visao geral dos meristemas. (B) e (C) Area selecionada pelo
retangulo em A, evidenciando células do xilema (x), laticiferos (setas) e raiz adventicia (ra). Barra =
100um. Fonte: autor.

Ap0s 72 horas de embebicdo em agua (Figura 2D, 4D e 5C), a raiz principal se alonga até
a ruptura do tegumento, diferenciando-se na parte final do hipocotilo, junto com as raizes
adventicias (estas ja tendo iniciado a ruptura da epiderme na regido do colo). Depois de 96 horas
de embebicdo em &gua, a raiz principal e as raizes adventicias sdo praticamente semelhantes em
tamanho e anatomia (Figura 2E).

Nas seccdes transversais do hipoc6tilo pode ser visualizada a estrutura priméaria do caule
(Figura 7). O procambio é circular e aberto, com quatro lacunas alternadas pelos feixes
procambiais, formando um anel em torno do cortex (Figura 7A); a medula é ampla, com células

parenquimaticas de conteudo amilifero, apresentando drusas e células laticiferas (Figura 7B).
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Figura 7. Secgdes transversais no hipocotilo do eixo embrionério de Jatropha Curcas L., apds 48 horas
de embebigdo em &gua. (A) Estrutura primaria do caule. (B) Viséo detalhada da medula (m) e cortex (c).
Feixe procambial (fp); Epiderme (ep); Floema (f); Drusa (d). As setas indicam os laticiferos e os

asteriscos granulos de amido em células do parénquima cortical. Barra = 100um. Fonte: autor.

Os quatro grupos de células meristematicas, que originardo as raizes adventicias, estdo
localizados abaixo do colo e das lacunas situadas entre os feixes procambiais (feixes vasculares)
do hipocotilo. Assim, é formado um arranjo com quatro angulos diametralmente opostos. Cada
angulo sera o ponto de conexdo de uma raiz adventicia com dois feixes procambiais durante a
formagéo do sistema radicular em plantulas de J. curcas, como pode ser observado nas secgoes
transversais em série no sentido hipocotilo-radicula, apds protrusdao radicular com 72 horas de

embebicdo em agua (Figura 8).



92

L e Sl
"?‘99‘

> u‘ .

R
\ )

S'9

L3
,*“
(25 :".-"‘

%"
O

U Ok
M
A ':'
o
Pe

NS
(35
QI

Figura 8. Série de seccBes transversais do hipocétilo para a radicula (A-F) no eixo embrionario de
Jatropha curcas L., ap6s protrusdo radicular (72 horas de embebicdo em agua). Em detalhe, a formag&o de
uma das quatro raizes adventicias no estreito espaco entre os feixes vasculares procambiais (asteriscos).

Medula (m); Cortex (c); Feixe vascular (fv). Barra = 100um. Fonte: autor.



93

Assim, 0s quatro espacos entre os feixes vasculares do procambio s&o conectados
ligeiramente abaixo do colo, resultando numa medula, circundada pelo cilindro do procambio,
que é continuo com o hipocotilo através da raiz principal (Figura 9). Em plantulas coletadas apos
uma semana da embebicdo das sementes em agua, o sistema radicular primordial ja se encontra

completamente formado, bem como sua conexao com os tecidos condutores (Figura 9C).

Figura 9. Seccbes anatdmicas em Jatropha curcas L. (A) Eletromicrografia de sec¢do transversal
mostrando a localizacdo dos 4 meristemas (asteriscos) em embrido de semente seca. (B) Seccéo
transversal na area de transi¢do hipocotilo-radicula, apos 72 horas de embebicdo em agua. S&o visiveis
os 4 feixes vasculares formando um anel em torno da medula, conectados pela formagdo de uma raiz
adventicia que cresce através do cortex e epiderme. (C) Sistema radicular ja formado em uma plantula
com 8 dias. Raiz principal (rp); Raiz adventicia (ra); Medula (m); Cortex (c); Feixe vascular (fv);
epiderme (ep); Cilindro vascular (cv). Barras = 100um. Fonte: autor.

Um padrdo semelhante de formacao inicial de sistema radicular foi descrito por POPHAM
(1947) em J. cordata, porém o autor verificou que os tecidos caracteristicos das raizes
adventicias so se diferenciavam no primeiro ou segundo dia apds a semeadura.

Os meristemas laterais sdo pré-estabelecidos durante a embriogénese. A grande atividade
celular no floema primario indica que estes meristemas podem ser originados de regibes de
células do cortex interno ou cilindro central externo. As raizes adventicias sdo geralmente de
origem enddgena, iniciando sua formagao proxima aos tecidos vasculares e crescendo através dos
tecidos localizados em torno do seu ponto de origem (EVERT, 2007).

Estudos envolvendo o enraizamento de estacas originarias de plantas adultas de J. curcas,
sob diferentes concentracdes de Acido-3-indolbutirico (AIB), constataram que as raizes
adventicias primordiais se originavam da endoderme (tecido proximo aos feixes vasculares e fora

do cambio) e ndo dos calos. Estas comecam a se desenvolver no oitavo dia e emergem através da
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epiderme ap6s o décimo primeiro dia (NOOR CAMELLIA et al., 2009). O conhecimento sobre
a formac&o de raizes adventicias é de grande interesse econdmico para propagagdo de plantas via
estaquia. Enquanto estacas de algumas espécies sdo dificeis de enraizar, outras ndo requerem
tratamento com reguladores de crescimento (como auxina) para promover o crescimento de
raizes adventicias (SYROS et. al., 2004). Segundo Heller (1996) plantas de J. curcas propagadas
via estaquia, apresentam muitas desvantagens. Estas ndo produzem a raiz principal,
consequentemente possuem menor capacidade para atingir a agua do solo e a reserva de
nutrientes, apresentando baixo potencial de rendimento e menor longevidade. Além disso, a
auséncia da raiz pivotante resulta em menor estabilidade quando a planta estd exposta a
determinadas condicGes de vento, j& os individuos produzidos a partir de sementes seriam a
melhor escolha em sistemas agroflorestais.

Além de sustentacdo, a raiz € o 6rgdo responsavel pela fixacdo, absorcdo, reserva de
metabdlitos e conducdo de nutrientes e 4gua para toda a planta. A absorcao efetiva de agua pela
planta se da através das raizes e € maximizada pelo crescimento destas, assim como dos pélos
radiculares (TAIZ & ZAIGER, 2009). Vale ressaltar que a raiz € um 0rgdo extremamente
sensivel aos estresses ambientais. O meristema apical desempenha um papel fundamental na
resposta imediata a fatores de estresses bidtico e abidtico, ativando cascatas de sinais que sdo
enviados a outros 6rgdos da planta (BAGNIEWSKA-ZADWORNA, 2008). Estudos relatam que
o sistema radicular das plantulas do género Jatropha consiste de uma raiz priméria e 4 a 5 raizes
adventicias e a raiz principal se diferencia diretamente abaixo da parte inferior do hipocétilo
(MURTHY et al., 2013).

O presente estudo confirma que J. curcas apresenta um padrdo morfoanatdmico
diferenciado. Nesta espécie 0s embrides de sementes maduras possuem uma radicula
multimeristeméatica composta de um meristema central principal e quatro meristemas laterais. A
germinacdo é completada com a protrusdo simultdnea de uma raiz principal e quatro pequenas
raizes adventicias, todas crescendo simultaneamente durante a formacdo inicial do sistema
radicular. A morfologia do meristema apical da raiz do eixo embrionério de J. curcas pode estar
relacionada com a adaptacdo desta espécie a ecossistemas adversos, como ambientes com baixa
disponibilidade hidrica, estresse nutricional, presencga de predadores e patdgenos, sustentacdo em
solos rasos e pedregosos, comum no semiarido brasileiro, onde a espécie se encontra bem

adaptada.
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CAPITULO 4

EVOLUCAO DA MORFOLOGIA DE ESTOMATOS PRESENTES NO EIXO
EMBRIONARIO DE JATROPHA CURCAS L.

RESUMO

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) possui ampla distribuicdo no Brasil e no mundo. Esta
espécie tem atraido o foco de diversas pesquisas por produzir sementes ricas em 6leo que pode
ser utilizado para fabricacdo de biodiesel. No entanto, pouco se sabe sobre 0s eventos
morfofisioldgicos que coordenam o processo germinativo de suas sementes. O presente estudo
teve como objetivo a analise morfoldgica e busca por evidéncias funcionais que governam a
ocorréncia de estdbmatos, visualizados na area de transicdo hipocétilo-radicula em embribes de
sementes maduras de J. curcas, provavelmente gerados durante a embriogénese. Imagens
microscopicas revelaram o formato reniforme tipico das células-guarda de estdmatos de
dicotiledbneas, as quais apresentaram tamanhos variados e um periodo de vida relativamente
curto, limitado ao periodo germinativo e crescimento inicial da plantula. As células-guarda nédo
conseguem acompanhar a taxa de alongamento das células epidérmicas vizinhas,
consequentemente, os estOmatos se rompem na regido mediana, transversalmente ao eixo
estomatico. As duas partes rompidas formam uma grande abertura na camara estomatica, assim
sdo geradas grandes cavidades no tecido epidérmico acima das raizes adventicias. As evidéncias
indicam que a presenca desses estdmatos deve favorecer o aumento do aporte de O2 durante as
trocas gasosas, enquanto que a cavidade formada pode facilitar a transferéncia de agua e
nutrientes devido ao intenso metabolismo energético exigido para crescimento simultaneo das
cinco raizes que se desenvolvem a partir da radicula multimeristematica presente em embrides

desta espécie.

Palavras-chave: Euphorbiaceae. Sementes. Hipocotilo-radicula. Células-guarda.
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ABSTRACT

Jatropha curcas L. (Euphorbiaceae) is spread worldwide including Brazil and has been
increasing focus of research as it produces seeds rich in oil that can be used to produce biodiesel.
However, little is known about the morphophysiological events that coordinate the germination
of seeds of this species. This study aimed at the morphological analysis and search for functional
evidence that govern the occurrence of stomata in the hypocotyl-radicle transition area in
embryos from mature J. curcas seeds. These are stomata that were probably generated during
embryogenesis, showing varying sizes and a period of relatively short lifespan limited to the
germination and subsequent seedling growth, when the guard cells are not able to keep pace with
the elongation of neighboring epidermal cells. Therefore, the stomata disrupt in its mid-region,
transversely to the stomatal axis, while the disrupted parts are dragged beyond an opening in the
stomatal cavity, forming a large cavity in the epidermal tissue above the adventitious roots that
develop underlying. These results suggest that the presence of stomata would favor an increase of
the O, supply while the larger cavity formed subsequently would facilitate the transfer of water
and nutrients to couple with intense energy metabolism probably demanded for the simultaneous
growth of the five roots that originated from the multimeristematic radicle present in embryos of

this species.

Key words: Euphorbiaceae. Seeds. Hypocotyl-radicle. Guard cells.
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1 INTRODUCAO

Estdmatos sdo estruturas epidérmicas altamente especializadas, compostas por duas
células-guarda delimitando um poro, e sdo circundadas pelas células subsidiarias (TAIZ &
ZEIGER, 2009). Atuam como valvulas moleculares nas trocas gasosas (CO; e O,), necessarias
para otimizar a fotossintese e restringir a perda de &gua por transpiracéo, ajustando a planta ao
seu habitat (MOHR & SCHOPFER, 1995; DASZKOWSKA-GOLEC & SZAREJKO, 2013).
Esta habilidade, juntamente com o acoplamento dos estbmatos ao sistema vascular, é considerada
um dos principais fatores que possibilitaram as plantas vasculares colonizarem rapidamente
diferentes ambientes na Terra (RAVEN, 2002; HAWORTH et al., 2011).

As células do complexo estomatico exibem uma simetria estrutural e funcionamento
integrado, como resultado de uma sequéncia precisa de desenvolvimento e diferenciacdo, onde os
microtUbulos corticais controlam a deposicdo das microfibrilas de celulose na parede celular,
afetando o padrdo de espessamento e definindo as propriedades mecanicas das células-guarda
(SMITH, 2003; GALATIS & APOSTOLAKOS, 2004). NUmero, distribuicdo, tamanho, forma e
mobilidade dos estbmatos sdo caracteristicas espécie-especificas, embora eles também variem
com o habitat e de um individuo para outro (LARCHER, 2003).

Estdmatos ocorrem em todas as partes aéreas do corpo primario da planta, porém sdo mais
abundantes nas folhas. Raizes normalmente ndo apresentam estdmatos, mas essa caracteristica
tem sido observada em algumas espécies, incluindo membros da familia Asteraceae (Helianthus
annuus) e Fabaceae (Pisum arvense, Ornithophus sativum e Ceratonia siliqua) (EVERT, 2007).
Em diversas espécies do género Jatropha (Euphorbiaceae), tais como J. gossypiifolia, J.
podagrica, J. multifida e J. curcas foram observados estdmatos em diferentes tecidos nos frutos e
no tegumento das sementes (REDDY et al., 2013), mas nenhum trabalho reportou-se a ocorréncia
de estdmatos no eixo embrionario de sementes dessas espécies.

O presente estudo teve como objetivo descrever a ocorréncia de estbmatos no eixo
embrinario de sementes de J. curcas e caracteriza-los morfologicamente durante a germinacgéo e

estagios iniciais de crescimento de pléantulas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

O material bioldgico utilizado neste trabalho foi produzido, em 2013, no campo
experimental da Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola (EBDA), localizado no
municipio de Alagoinhas (BA), latidude de 12° 08” — 12°10” S e longitude de e 38° 26° — 38° 30’
W.

Sementes maduras secas de J. curcas foram desinfestadas superficialmente em solucéo
contendo 0,125% de cloro ativo e Tween 20 (1 gota de Tween 20 para cada 100 mL de solucéo),
sendo agitadas constantemente durante 10 minutos e em seguida submetidas a 5 lavagens com
agua destilada. O teste foi montado em rolo de papel tipo “germitest” (28 cm x 38 cm),
umedecido com agua destilada, na proporcao de trés vezes o peso do papel seco. As sementes
foram dispostas no papel e levadas ao germinador (Eletrolab, Mod. EL202) ajustado a
temperatura de 25°C, na auséncia de luz. Cada rolo foi acondicionado em saco plastico para
evitar o ressecamento do substrato e possiveis contaminacdes. Foram coletadas amostras nos
seguintes periodos de embebicdo: 0 (semente seca), 24, 48, 72 (protrusdo radicular), 96, 120, 144
e 168 horas - crescimento pos-germinativo (Figura 1A-C). Em sementes ndo germinadas (0-48
horas), o tegumento foi removido, expondo o eixo embrionario a partir do qual a area de

transi¢do hipocotilo-radicula até a extremidade radicular foi isolada (Figura 1A).

Figura 1. Sementes de Jatropha curcas L. em diferentes fases da embebicdo em agua e protrusdo da
radicula. (A) Area excisada (linha vermelha) em embrides de sementes maduras secas (0 horas) até 48
horas em agua; (B) Area excisada apds 72 horas em &gua (protrusdo radicular); (C) Area excisada apos

96-168 horas em &gua. Fonte: autor.
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2.2 Andlises em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras coletadas foram fixadas em solucdo Karnovsky (glutaraldeido 2,5%,
paraformaldeido 4% em tampao cacodilato de sédio 0,1M, com pH 7.2-7.4) por 24h. Em seguida,
foram lavadas trés vezes por 10 minutos em tampéo cacodilato de sédio 0,1M e pos-fixadas por 1
hora, no escuro, a 4°C, numa solugdo contendo tetroxido de 6smio(OsO4) a 2% e cacodilato de
sodio 0,2M. Apos esta etapa as amostras foram novamente lavadas, duas vezes em cacodilato de
sodio 0,1M e desidratadas por sucessivas substituicdes em série gradual de acetona - 30, 50, 70,
90 e 100% (duas vezes), sendo cada lavagem com duracdo de 10 minutos.

Posteriormente, as amostras foram levadas ao aparelho de ponto critico (Leica EM CPD
030) para secagem completa através da substituicdo da acetona por CO,. Apos esta etapa, as
amostras foram fixadas em cilindros de aluminio com 12 mm de diametro (Stubs), por meio de
fita de carbono adesiva em dupla face, e submetidas a metalizacdo por vaporizacdo de ouro em
alto vacuo, a fim de aumentar a condutividade elétrica no momento das analises no MEV (JEOL
JSM 6390 LV). Também foram realizadas observacfes em embriGes de sementes secas de outras
espécies do género Jatropha (J. multifida, J. gossypiifolia, J. podagrica), visando comparar com
0 padrdo observado para a espécie estudada. Os ensaios foram realizados na Plataforma de

Microscopia do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM - Fiocruz), Salvador - BA.

2.3 Analises em Microscopio Optico

Para as observacOes anatbmicas o material excisado foi fixado em solucdo contendo
Paraformaldeido 4%, Glutaraldeido 3%, tampdo Fosfato Salino (PBS) 0,1 M (pH 7.2) por 24
horas. Apos a fixagdo, foram enxaguadas 4 x 15 minutos em PBS e 2 x 15 minutos em agua
bidestilada. Em seguida passaram por desidratacdo com trocas de solucdo hidroetanolica em
concentragdes gradativas de 10, 30, 50, 70, 96 e 100%, sendo agitadas constantemente em todas
as concentragOes durante 30 minutos, com excecdo da concentragdo de 70% na qual as amostras
ficaram mergulhadas durante a noite. A etapa de pré-infiltracdo consistiu em trocas da solugéo de
etanol e solucdo A, esta contendo Glicolmetacrilato (Technovitt7100, Heraeus Kulzer), PEG 400
e peroxido de benzoila (Hardner I, Heraeus Kulzer) nas propor¢fes 5:1/ 3:1/1:1/ 1:3, por duas
horas cada ou deixando as mesmas durante a noite. Para polimerizagdo em blocos, as amostras
foram finalmente colocadas em moldes que foram rapidamente preenchidos com Solugéo B -

Solucdo A e dimetilsufoxido (Hardner Il, Heraeus Kulzer) e cobertos com tampa plastica para
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impedir a entrada de oxigénio e formacgdo de bolhas. Em seguida, os moldes foram levados para
estufa a 37°C e mantidas por 1 hora. Ap6s a polimerizagdo, os moldes foram aderidos em
suportes plasticos, para seccionamento em paramicrotomo de rotacdo, usando-se metil
metacrilato (Technovitt 3040, Heraeus Kulzer). Secdes transversais e longitudinais com 4um de
espessura foram coradas com azul de toluidina a 1%, observadas em microscopio optico (Nikon
Optiphot) e fotografadas com camera Panasonic wv-E 550 3-CCD. Os ensaios foram realizados
nos Laboratodrios de Fisiologia de Plantas e de Biologia Celular Vegetal da Universidade e Centro

de Pesquisa de Wageningen (Wageningen University and Research Center - WUR).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados, em embrides de sementes maduras secas de J. curcas, estdmatos de
varios tamanhos e irregularmente distribuidos na epiderme da regido de transi¢cdo hipocotilo-
radicula. Estes sdo mais abundantes na area logo acima da regido radicular composta por quatro
meristemas, a partir dos quais se originam raizes adventicias (Figura 2A). Alguns estbmatos
ocorrem alinhados ou em grupos (Figura 2B-C). Ndo foram estdmatos encontrados no apice

radicular, onde se encontra o0 meristema apical principal.
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Figura 2. Estdbmatos em embriGes de Jatropha curcas L. (A) Eletromicrografia mostrando localizagéo e
distribuicdo dos estdbmatos em embrido de sementes secas. As linhas brancas delimitam a area de maior
densidade. (B) Padrdo de distribuicdo dos estdmatos alinhados (setas) ou em grupos (circulos). (C)
Arranjo em fila e células epidérmicas alongadas ap06s 24 horas de embebicdo em agua. Fonte: autor.

Em embrides de sementes secas, foram visualizados estdmatos com diferentes graus de
turgescéncia (Figura 3A). Secc¢des anatdbmicas de embrides apds 24 horas de embebicdo em agua

mostram que alguns estdmatos aparecem elevados, enquanto outros estdo no mesmo nivel das
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células epidérmicas do eixo embrionario (Figura 3B). O fato dos estdmatos se apresentarem

abertos ou fechados sugere algum nivel de funcionalidade.

Figura 3. Estématos abertos e fechados em embriBes de Jatropha curcas L. (A). Eletromicrografia em
embries de sementes secas, evidenciando estdmatos com e sem turgor e arranjo das células subsidiarias.
(B). Secgdes transversais mostrando estdmatos com diferentes graus de elevacdo na epiderme (circulos),

apos 24 horas de embebicdo em agua. (Ep) Epiderme, (c) cortex. Barra em B = 100um. Fonte: autor.

Foi possivel observar, na zona epidérmica da area de transicéo hipocotilo-radicula, tanto a
presenca de estbmatos imaturos (Figura 4) quanto a degeneracdo de estbmatos pré-existentes
(Figura 5). Foram verificados estdbmatos em diversos estadios de diferenciagdo em embribes de
sementes secas (Figura 4A), bem como durante o processo germinativo, apos 24 e 48 horas de

embebicéo (Figura 4B-C, respectivamente).
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Figura 4. Estdbmatos em diversos estadios de diferenciacdo no eixo embrionario de Jatropha curcas L.
(A) Estbmatos maduros e imaturos (setas) em embrides de sementes secas. (B) Estbmato imaturo (seta)
observado apds 24 horas de embebicdo. (C) Estdmatos maduros (asteriscos) e imaturos (setas) observado

apos 48 horas de embebicdo. Fonte: autor.
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Estdmatos aparentemente maduros configuravam-se circundados por 5 a 8 células
subsidiarias: uma ou duas células em cada polo e até trés células em cada lado (Figura 3A). Esses
estdmatos demonstraram possuir um curto periodo de vida, uma vez que ndo foram capazes de
acompanhar o alongamento da epiderme durante o crescimento das plantulas. Observou-se que, a
partir da protrusdo radicular (ap6s 72h de embebigdo), as células subsidiarias e demais células
epidérmicas apresentavam-se bastante alongadas, marcando o inicio do processo de degeneracao

estomatica (Figura 5A).

Figura 5. Degeneracao dos estdmatos do eixo embrionario de Jatropha curcas L. (A) Células subsidiarias
alongadas apds 72 horas de embebicdo em agua. (B) Rompimento do estdbmato com fissura entre as duas
células-guarda (setas), apds 96 horas de embebicdo em agua. (C) Separacdo entre as células-guarda e
subsidiarias, e (D) cavidade formada apds fissura e separacdo das células do complexo estomatico, depois

de 120 horas de embebicdo em agua. Fonte: autor.
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A partir desse estadio, os estbmatos entdo se rompiam na regido mediana entre as duas
células-guarda (Figura 5B), fazendo com que metade do estdmato (composto de uma das células-
guarda) se separe da outra metade e das células subsidiarias (Figura 5C). Foram verificadas
grandes areas ocas abaixo da area fissurada (Figura 5D). Isto se deve, provavelmente, ao fato da
cavidade subestomatica ser extendida e consequentemente rompida durante o alongamento da
plantula (CHRISTODOULAKIS et al.,2002). Nessa fase de ruptura, observada em plantulas a
partir de 96h de embebicdo, as células-guarda ndo estdo mais vivas e quase ndo é possivel
encontrar estbmatos com uma configuracdo normal.

Estdmatos ocorrendo na area de transicdao hipocotilo-radicula também foram observados
em outras espécies do género Jatropha, como em J. multifida, J. gossypiifolia e J. podagrica
(Figuras 6A, 6B e 6C, respectivamente), sugerindo que se trata de uma estrutura comum para este

género.
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Figura 6. Estdbmatos no eixo embrionario em diferentes espécies do género Jatropha. (A) Jatropha
multifida. (B) Jatropha gossypiifolia. (C) Jatropha podagrica. Fonte: autor.

Sabe-se que os estbmatos sdo estruturas originadas na epiderme, especializadas em
controlar as trocas gasosas (O, e CO,) e restringir a perda de dgua pela modulacéo dos niveis de
transpiragdo (HAWORTH et. al., 2011; DASZKOWSKA-GOLEC & SZAREJKO, 2013). Como
regra, 0S estdbmatos ocorrem nas partes aéreas do corpo primario das plantas, mais
abundantemente em folhas, porém sua ocorréncia ja foi relatada em areas ndo usuais em algumas
espécies (EVERT, 2007). Em Swietenia macrophylla (Meliaceae), estbmatos foram encontrados
no tegumento de sementes, sugerindo que o papel dessas estruturas seria favorecer a respiracao
do embrido durante a embebicdo (PAIVA et. al., 2006). Também foi identificada a presenca de

raros estbmatos no tegumento de sementes de J. gossypiifolia (Euphorbiaceae) (OLIVEIRA &
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PAOLLI, 2014). Em diversas espécies do género Jatropha (Euphorbiaceae), inclusive J. curcas,
estdbmatos estdo presentes nas sépalas, capsulas dos frutos e nos cotilédones anfiestomaticos
(BAHADUR et al., 2013; MURTHY et al., 2013), contudo ainda ndo haviam sido descritos no
eixo embrionario de J. curcas.

Outros autores mencionaram a ocorréncia de estdmatos acima do apice radicular em
plantulas de Pisum arvense, Ornithopus stivum e Ceratonia siliqua L. (Leguminosae) e na zona
pilifera das raizes de Helianthus annus (Asteraceae) e de outras quatro familias de Angiospermas
(Compositae, Cruciferae, Papilionaceae e Solanaceae). Todas possuiam a mesma estrutura
estomatica, composta de duas células-guarda em torno de uma grande abertura, auséncia de
células companheiras, inexisténcia de clorofila nas células-guarda, cdmara subestomatica
pequena, assim como insensibilidade a acido abscisico (TARKOWASKA & WACOWSKA,
1988; STASZEWSKA & TARKOWSKA, 1992; CHRISTODOULAKIS et. al., 2002).

A presenca de estdbmatos em embrides de sementes secas de J. curcas indica que estes se
formam durante a embriogénese e desenvolvimento da semente. Em C. siliqua foram verificados
estdmatos em diferentes estadios de diferenciacdo celular no apice radicular de embribes de
sementes secas e durante o crescimento de plantulas, sendo que os plastidios presentes nas células
estométicas ndo se diferenciavam em cloroplastos, e sim em amiloplastos funcionais
(CHRISTODOULAKIS et. al., 2002).

O complexo estomatico é gerado a partir de divisfes diferenciais de células precursoras. A
primeira divisdo é assimétrica e resulta em uma célula-guarda mée e uma célula subsisiaria, e
apos uma divisdo simétrica, a célula-guarda mae se divide formando novas células-guarda
reniformes que, apds a abertura do poro, assumem sua constituicdo morfologica final (GALATIS
& APOSTOLAKOS 2004; ABRASH & BERGMANN, 2009). Muitos estdmatos ndo conseguem
completar o seu desenvolvimento, e sdo chamados de estbmatos abortados ou imaturos. Sua
presenca nas folhas de angiospermas ¢ muito comum, se ndo universal (CROXDALE, 2000). No
presente estudo, ndo foi possivel constatar se os estbmatos imaturos, presentes nos embrides de J.
curcas, completam sua formacdo durante o processo germinativo ou se degeneram, antes de
atingir a maturidade, com a retomada do crescimento do embrido.

O padréo de distribuicdo dos estomatos ndo deve ser randdmico para garantir eficientes
trocas gasosas sem grande perda de agua, permitindo assim a adaptacao das plantas as mudancas

ambientais. A otimizacdo deste arranjo depende da forma, tamanho das células e da camara
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subestomatica (GLOVER, 2000). O género Jatropha, incluindo J. curcas, apresenta basicamente
estdbmatos paraciticos, encontrados na epiderme de folhas, frutos, cotilédones e sépalas
(DEHGAN, 1980; BAHADUR et al., 2013; MURTHY et al., 2013). Estdmatos paraciticos sao
acompanhados, de cada lado, por uma ou mais células subsidiarias posicionadas paralelamente a
fenda estomatica (APPEZZATO-DA-GLORIA & CARMELLO-GUERREIRO, 2013).

As células-guarda reniformes sdo caracterizadas pela presenca de paredes com
espessamento desigual e matrizes de microtabulos altamente organizados. As paredes periclinais
contem microtubulos radiais ao redor do poro estomatico, enquanto que nas paredes ventrais e
dorsais 0s microtibulos sdo orientados anticlinalmente. Este arranjo € de fundamental
importancia ndo s6 para a forma, mas também para 0 movimento dos estdmatos (SACK, 1987,
GALATIS E APOSTOLAKOS 2004).

Em raizes de plantulas de C. siliquia, Christodoulakis et al. (2002) também descreveram a
formagdo de uma epiderme se abrindo extensivamente devido ao rompimento transversal de
estdbmatos e sugeriram que, através dessas largas aberturas, o tecido interno da raiz primaria
poderia entrar em contato direto com o ambiente externo, aumentando as trocas gasosas e
facilitando a transferéncia de nutrientes e 4gua entre a raiz primaria e seu ambiente. Este padrao
morfofuncional talvez possa ser atribuido ao dos estdbmatos observados no eixo hipocétilo-
radicula de embriGes de J. curcas no presente estudo, favorecendo as trocas gasosas e
transferéncia de nutrientes e dgua durante os eventos subsequentes de germinacdo e crescimento
inicial das plantulas.

O caule de J. curcas, ligeiramente maduro, possui pequenas lencitelas ovais,
esparsamente distribuidas numa superficie lisa e, quando secos, mostram finas estriacOes
longitudinais. As raizes apresentam lenticelas bem desenvolvidas e irregularmente distribuidas.
Estas sdo globulares nas partes jovens e alongadas nas regides mais velhas. As lenticelas
adjacentes se unem para formar uma nervura transversal na superficie da raiz e depois de certo
estddio de crescimento, formam sulcos transversais (GUPTA, 1985). As lenticelas sdo de
fundamental importancia para as trocas gasosas entre os tecidos vivos e metabolicamente ativos
com o ambiente externo, pois o stber é um tecido altamente impermeavel a agua e aos gases. As
primeiras lenticelas geralmente surgem abaixo de um estdmato ou grupo de estdmatos. Elas
podem aparecer antes do caule cessar seu crescimento primario e antes da periderme ser iniciada,

ou podem surgir simultaneamente ao término do crescimento primario. As células do
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parénquima sobre a cdmara subestomatica se dividem em vérios planos, a clorofila desaparece, e
é formado um tecido sem coloracdo (EVERT, 2007; RAVEN, 2007).

Considerando os dados avaliados até 0 momento, ainda néo é possivel definir exatamente
0 papel dos estdmatos na regido de transicao hipocotilo-radicula em embribes de J. curcas. Como
as plantulas dessa espécie formam cinco raizes (HELLER, 1996; KUMAR & SHARMA, 2008;
BRITO, 2010; LOUREIRO 2013), h4d uma intensa atividade metabdlica nessa regido durante o
processo de germinacao e crescimento inicial das quatro raizes adventicias e da raiz principal.
Desta maneira, a ocorréncia destes estbmatos poderia estar relacionada com o incremento das
trocas gasosas, permitindo assim um maior aporte de O, e consequentemente maior catabolismo
de glicose, e/ou aumento da transferéncia de alguns nutrientes e 4gua durante a formac&o inicial
do sistema radicular. H4 ainda uma provavel associacdo entre a evolucdo destes estdmatos e a

origem das lenticelas durante o estagio inicial de formacao do caule.
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