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Resumo

Resumo

Algumas espécies de Leguminosae acumulam grande quantidade de
polissacarideos na semente. Seus produtos de degradagdo sio translocados para o eixo
embrionario apos a germinagdo, constituindo uma importante reserva de carbono e
energia para a plintula em desenvolvimento. Sementes de Hymenaea courbaril L.
chegam a acumular 40% da massa da semente na forma de xiloglucano depositado na
parede das celulas do parénquima cotiledonar. Neste trabalho, o processo de
mobilizagdo do xiloglucano de reserva de sementes de Hymenaea courbaril L. foi
acompanhado citoquimica e bioquimicamente. Apds a semeadura, foram coletadas 20
sementes a cada 5 dias até a queda dos cotilédones: 15 para acompanhamento da
massa de matéria fresca ¢ seca, 2 para acompanhamento de altera¢des celulares e 3
para analises bioquimicas (analise dos carboidratos presentes e enzimas envolvidas na
degradagio do xiloglucano). Foi constatada a presenga de pelo menos 3 outros
materiais de reserva além do xiloglucano: oligossacarideos da série rafindsica
(metabolizados nos primeiros 15 dias apos semeadura), corpos protéicos (mobilizadas
até 35 dias apOs semeadura) e grinulos presentes nos corpos protéicos {(que
provavelmente consistem em fitina, mobilizada nos primeiros 10 dias apos a
semeadura).

O xiloglucano de reserva foi mobilizado no periodo entre 35 e 50 dias apos
semeadura. Varias evidéncias corroboram esta observagio: (1) neste periodo a
espessura das paredes das células dos cotilédones diminui; (2) a quantidade de acticar
extraivel dos cotilédones com agua e alcali caem; (3) ocorre um aumento na atividade
das enzimas envolvidas na degradagio do xiloglucano e, (4) hd um actmulo
temporario de amido no interior das células, sugerindo que os carboidratos gerados
pela degradagfio do xiloglucano entrem na célula.

O aumento da atividade das enzimas hidroliticas ndo foi simultdneo. A primeira
enzima a aumentar de atividade foi a a-xilosidase (em torno de 15 dias apos
semeadura), seguida pela B-galactosidase e B-glucosidase (cujas atividades aumentam
a partir de 35 dias apos semeadura, embora haja atividade presente desde a embebiciio)
e pela xiloglucano-endo-transglicolase (XET, cuja atividade foi detectada apenas a

partir de 55 dias apos semeadura). O estudo da estrutura fina do xiloglucano mostrou



uma alteracdo na propor¢do entre os oligossacarideos obtidos por digestdo do
xiloglucano com celulase antes do periodo de mobilizagdo. Esta observagao sugere que
a atividade de [B-galactosidase e B-glucosidase detectadas neste momento ndo seja um
artefato gerado pela perda de compartimentalizagdo das células, e sim uma atividade
real sobre o polissacarideo i vivo.

Apenas sacarose e monossacarideos (principalmente glucose e frutose) foram
detectados na fracio de material solivel em etanol durante a mobilizacio do
xiloglucano. Estas devem ser, portanto, a forma de transporte do carboidrato de
reserva para o eixo embrionario. A pequena quantidade de outros monossacarideos
presentes (xilose e galactose, que sio monossacarideos constituintes do xiloglucano)
reforga a teoria de que os agucares provenientes da degradacdo do polissacarideo da
parede entrem rapidamente na célula cotiledonar. Uma vez dentro da célula, os
monossacarideos seriam convertidos a glucose e frutose e teriam diversos destinos
possiveis: (1) biossintese de sacarose a ser transportada para o eixo embrionario; (2)
uso no metabolismo da célula do cotilédone (respiracio, sintese de proteinas, etc.); (3)
biossintese de amido, o que funcionaria como um regulador da concentragio de
carboidratos, drenando o excesso de aclcares livres do citoplasma, mantendo-o
disponivel para mobilizagdo posterior, quando as reservas da parede forem esgotadas
¢; (4) biossintese de oligossacarideos de xiloglucano.

A biossintese de oligossacarideos poderia vir a ser uma forma de a célula
controlar a degradacio do polissacarideo da parede. Por ndlo ter, aparentemente, uma
endo-B1,4-glucanase verdadeira, e sim uma xiloglucano-endo-transglicolase (XET), o
mecanismo de degradagio do xiloglucano requereria uma fonte externa de
oligossacarideos para que houvesse liberagio de fragmentos de polissacarideo

susceptiveis ao ataque das exo-hidrolases (a-xilosidase e B-glucanase, principalmente).

Resumo



Abstract

Some species of Leguminosae accumulate high amounts of polysaccharides in
the seed. These polysaccharides are translocated to the embryo after the germination,
being an important source of carbon and energy to the developing plantlet. Seeds of
Hymenaea courbaril L. store up to 40% of the seed mass in the form of xyloglucan
deposited in the walls of parenchyma cells. In this work, the mobilization of the storage
xyloglucan in the seeds of Hymenaea courbaril L. was followed citochemically and
biochemically. After planting, 20 seeds were collected every 5 days until the fall of the
cotyledons: 15 to follow fresh and dry weight; 2 to follow cytological alterations and;
3 were collected for biochemical analysis (of the carbohydrates present and the
enzymes involved in the degradation of rxyioglucan). At least 3 other types of reserves
other then xyloglucan were detected: oligosaccharides of the rafinose family
(metabolised during the first 15 days after planting), protein bodies (mobilized until 35
days after planting) and granulation in the protein bodies (probably fitin, mobilised
within the first 10 days after planting).

The storage xyloglucan was mobilised between 35 to 50 days after planting. This
observation can be confirmed as follows: (1) in this period the walls of the cotiledonary
cells became thinner; (2) the amounts of water and alcali soluble sugar decrease; (3)
there is an increase in the activity of the enzymes involved in the degradation of
xyloglucan and; (4) there is accumulation of transitory starch inside the cells,
suggesting that the monosaccharides derived from xyloglucan breakdown are entering
in the cell.

The rise of the activity of the enzymes was not simultaneous. The first enzyme to
increase its activity was o-xylosidase ( around 15 days after planting), followed by -
galactosidase and B-glucosidase (whose activity rise 35 days after planting, although
there is activity since the beginning of inbibition) and xyloglucan-endo-transglycolase
(XET, whose activity was detected only after 55 days of planting). The study of
xyloglucan fine structure showed that chances in the proportion between the
oligosaccharides occurred before the mobilisation period. This observation indicates
that the activities of P-galactosidase and B-glucosidase detected prior to the
mobilisation are not an artifact caused by the lost of compartimentalization of the cell,

but a real activity upon the polysaccharide in vivo.
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Only sucrose and monosaccharides (specially glucose and fructose) were
detected in the fraction of the alcohol soluble carbohydrates during the mobilisation of
xyloglucan. On the basis of these results, this seems to be the way the carbohydrates
are transported to the embryo. The small amount of other monosaccharides (specially
xylose and galactose, which are constituents of xyloglucan) strengthen the hypothesis
that the sugars coming from the wall enter in the cell. Once inside it, the
monosaccharides would be converted to glucose and fructose and could be used in the
following ways: (1) btosynthesis of sucrose to be translocated to the embryo; (2) use in
the cell metabolism (respiration, protein synthesis, etc.); (3) biosynthesis of starch,
draining the excess of free carbohydrates from the cytoplasm, but keeping it available
for further transport to the embryo and, (4) biosynthesis of xyloglucan
oligosaccharides.

The biosynthesis of xyloglucan could be a way to control the degradation of cell
wall polysaccharide. Since the degradation mechanism does not involve a real endo-
p1,4-glucanase, but a xyloglucan-endo-transglycolase (XET), xyloglucan
oligosaccharides from an external source would be required to start the degradation of

xyloglucan.

Resumo
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introducgido

Sementes

As sementes surgiram ao longo da evolugdo como uma estratégia de
dispers@o de novos individuos. A forma e composicdo quimica destas varia de uma
espécie para outra, de acordo com a estratégia de dispersdo e estabelecimento da
plantula no ambiente. Estas variages podem ser, por exemplo, na resisténcia e
permeabilidade da testa, na quantidade, no tipo e na localizagdo do material de
reserva, na existéncia de algum tipo de dorméncia, assim como no grau de
desenvolvimento do embrido (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1975).

As diferentes caracteristicas das sementes refletem variagdes na estratégia
adotada por cada espécie para 0 seu estabelecimento no ambiente. Dois padrées
basicos podem ser identificados nas plantas: r e K (Barbour et al., 1987). Em geral,
as espécies que adotam uma estratégia r se estabelecem em ambientes pouco
previsiveis ou que ocorrem por um curto periodo, onde a mortalidade das plantulas
€ independente da densidade. Nesta situacéo, o melhor desempenho reprodutivo &
obtido com uma grande produgdc de sementes pequenas. Por outro lado, em
ambientes estaveis, onde a competitividade é muito alta, as sementes ricas em
reservas possuem vantagens sobre as demais. E neste dltimo tipo de ambiente
que a as especies que adotam a estratégia K se saem melhor, produzindo um
numerc menor de sementes com um maior investimento energético por semente.
Embora os extremos sejam bastante distintos, as espécies encontradas na
natureza se distribuem ao longo de um continuum de estratégias r - K.

A maioria das sementes possui compostos de reserva que sdo utilizados
pelo embrido como fonte de matéria e energia até que o novo individuo seja capaz
de extrair do ambiente os recursos necessarios para a sua sobrevivéncia. Os trés
grupos de compostos organicos de reserva sdo: proteinas, lipidios e carboidratos,
sendo que existe uma correlac@o negativa entre os teores de carboidrato e de
lipideo nas sementes. Tais compostos sdo caracterizados como reserva devido a

sua degradacao e translocacéo dos produtos derivados da sua hidrélise para o
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eixo embrionario durante a germinacdo e estabelecimento da plantula (Bewley e
Black, 1978).

Carboidratos de reserva

A composigdo e a localizacdo das reservas de carboidratos podem variar de
semente para semente. Um dos polissacarideos de ocorréncia mais freqUente € o
amido, formado por uma cadeia principal de glucose ligada a1,4, com ramificagbes
de outras cadeias idénticas ligadas a1,6 a cadeia principal. Aléem do amido, alguns
polissacarideos de parede ja foram descritos como material de reserva (ver
adiante, parede de reserva).

Além de polissacarideos, oligossacarideos da serie rafindsica ocorrem em
algumas sementes de leguminosas (Dey, 1980; Buckeridge e Dietrich, 1996) onde
funcionam como uma reserva de mobilizagdo rapida, antes da dos polissacarideos
(Buckeridge et al,, 1995). Alem de atuar como reserva, acredita-se que estes
oligossacarideos sejam importantes na protecéo da semente, limitando os danos
causados pela dessecacéo na semente madura {Buckeridge e Reid, 1996). Existe
uma correlagéo entre o teor de rafinose na semente e a manutengdo da sua
viabilidade, mas o mecanismo de protecdo ainda é desconhecido (Steadman et al.,
1996).

Parede celular primaria

Todas as células vegetais s&o envolvidas por uma parede celular. Segundo
Waldron e Brett {(1990), as paredes celulares t&ém como fungbes manter a forma da
célula, conferir resisténcia mecanica aos tecidos, controlar a expansao celular,
participar dos mecanismos de protecdo contra microrganismos, armazenar
reservas e participar da sinalizaco e reconhecimento entre as células, alem de ter
efeitos sobre o transporte intercelular. Podemos acrescentar ainda a manutengao
de uma press&o hidrostatica sobre o citoplasma, influenciando o potencial hidrico
intracelular (Street e OPik, 1984). Cada uma destas fungdes é exercida em graus

diferentes e de formas diferentes por cada tipo celular.
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Um exame da parede ao microscopio eietrdnico mostra que ela nio é
homogénea. Em geral temos entre as células uma camada chamada lamela média
que € rica em pectina, mais espessa nas regides onde mais de duas células
entram em contato. Adjacente a membrana plasmatica esta a parede primaria e,
em muitos casos, pode ocorrer ainda uma outra camada denominada parede
secundaria. Neste trabalho chamaremos de parede secundéria todo material que
assume-se ter sido depositado na parede apés a parada do crescimento da célula,
independente de sua natureza. A aparente uniformidade de cada uma dessas
camadas ao microscopio esconde uma grande complexidade quimica. Os
componentes de cada uma dessas camadas variam muito entre tipos celulares
diferentes e entre espécies diferentes, tanto quantitativa quanto qualitativamente,
podendo haver regides da parede com composicdo diferenciada em uma mesma
célula tais como plasmodesmata, cantos das células, etc. (Roberts, 1989, 1990).

Segundo Carpita e Gibeaut (1993), a parede primaria da maioria das
Angiospermas & composta por trés grandes matrizes que se sobrepbdem e que
interagem nos varios processos que ocorrem na parede. A primeira matriz é
formada por celulose e xiloglucano; a segunda, por substancias pécticas e a
terceira por material proteico estrutural. Nas plantas da familia Poaceae, também
podemos identificar trés matrizes analogas, embora a sua composicdo seja bem
diferente (Carpita e Gibeaut, 1993; Carpita, 1996).

Embora amplamente aceito, este modelo ndo considera a presenca dos
compostos fendlicos na parede priméria. Sua auséncia no modelo ignora a
possibilidade de formagédo de ligacbes cruzadas entre estes e os polissacarideos
(McNeil et al., 1984), além de possiveis ligacbes de polissacarideos as proteinas
(Liyama et al., 1994; McCann e Roberts, 1991). Carpita e Gibeau (1993) supGem
que as matrizes sejam essencialmente independentes, ao contrario do que

sugerem outros autores (Coimbra et al., 1994, Goonerate et al., 1994).

Celulose

A celulose € um polimero ndo ramificado de glucoses figadas 1,4 cuja
principal funcdo e conferir resisténcia mecénica & parede, sendo um dos poucos

polimeros de parede sintetizados na membrana piasmatica. Cada molécula de

3
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celulose e produzida por um complexc multienzimatico transmembranico
(Robinson, 1996) e, na parede, varios destes complexos se associam e se
deslocam juntos na membrana plasmatica (Delimer e Amor, 1995). Com isso, as
moléculas recém sintetizadas formam feixes compostos de varias moléculas
chamados de microfibrilas.

Devido a posicdo dos residuos de glucose na molécula, ocorre a formacao
de ligagdes do tipo ponte de hidrogénio entre moléculas adjacentes. Com isso, nas
regides da fibrila onde a celulose ocorre pura, ndo ha sitios livres onde possa
ocorrer a formacg&o de ligagbes do tipo pontes de hidrogénio. Isto reduz a camada
de solvatacdo do polissacarideo e, consequentemente, a solubilidade da
microfibrila. Estas regides possuem uma estrutura cristalina e normalmente
ocorrem no centro da microfibrila. A periferia da microfibrila, em geral, € uma
regido amorfa, possivelmente devido a infiltragdo de outros polissacarideos
(principalmente xiloglucano, ver adiante), gue impedem a cristalizacdo da celulose
(Hayashi, 1991, Hayashi et al.,, 1994). O revestimento de hemiceluloses permite
que as fibrilas deslizem entre si, de modo que “a orientagdo da sintese das
microfibrilas de celulose estabelece a forma final da celula, enquanto a interagéo
dindmica entre a celulose e 0s polissacarideos néo celuldsicos determina a taxa

de crescimento da célula” ',

Hemiceluloses

S&o genericamente chamados de hemiceluloses: xilano, glucomanano,
manano, galactomanano, xiloglucano, calose e glucano $1,3-81,4 ligado (Waldron
e Brett, 1990). Excetuando—se a calose, todas as hemiceluloses so sintetizadas
no Complexo de Golgi (Moore et al., 1991), assim como as pectinas. Cada parede
possui hemiceluloses diferentes em quantidades diferentes, sendo que nem toda
paredes possui todos os polissacarideos citados. Além disto, cada um destes
polissacarideos apresenta variacdes na sua composicéo de acordo com a fonte de

onde foi extraido, o que torna possivel uma diversidade muito grande.

" Traducdo livre do texto original {Carpita e Gibeau, 1993).
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Uma das hemiceluloses mais estudadas € o xiloglucano. Sua estrutura
basica consiste em uma cadeia principal de residuos de glucose ligados 31,4,
como na celulose, e ramificagcbes de xilose ligadas «1,6a cadeia principal.
Segundo a nomenclatura atual (Fry et al, 1993), os residuos de glucose nao

ramificados s&o denominados G, enquanto os residuos com ramificagéo de xilose

sdo denominados X. Nem todas as moléculas de glucose possuem tais
ramificacées e, uma vez que nesses residuos o xiloglucano € idéntico a celulose, a
celulase pode hidrolisar o polissacarideo nesses residuos. Em muitos casos a
ramificacdo de xilose apresenta uma galactose ligada $1,2, quando entdo, o
trissacarideo (gle-xil-gal) é denominado L. Pode haver uma fucose ligada a
galactose através de ligagdo a1,2 e neste caso a sequéncia completa (glc-xil-gal-

fuc) é denominada F (figura 1).

y

XX LG XX XG XLLG

P

./~ glucose | 1 xilose {_ , galactose

Figura 1. representacio esquematica de uma molécula de xiloglucano. Os tipos de
ligacdes estdo indicadas no lado esquerdo da molécula. As setas representam os possiveis
sitios de ataque da celulase. Os fragmentos gerados pela digestdo deste segmento hipotético
de xiloglucano com celulase de Irichoderma viride seriam: XXLG, XXXG e XLLG,

segundo a nomenclatura atual (Fry et al., 1993). Esquema adaptado de Driouich et al. (1994).

J& foram encontradas diversas excecdes para tal estrutura basica tais como
arabinose (Keifer et al., 1990), dois residuos de xilose em uma unica glucose e

uma ramificagdo de arabinose na xilose (Hisamatsu et al., 1992), acido ferulico
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(Ishii et al., 1990} e O-acetilacdo das galactoses (Kiefer et al, 1989). Os
xiloglucanos de monocotileddneas nao coniém fucose, contém menos xilose e
muito menos galactose (Kato e Matsuda, 1985; Hayashi, 1989).

Varias fungbes ja foram sugeridas para o xiloglucano. Nas paredes
primarias o xiloglucano esta intimamente ligado a celulose, chegando a penetrar
na fibrila (Baba et al., 1994). O comprimento da cadeia de xiloglucano possibilita
que uma mesma molécula estabelega ligacbes com mais de uma fibrila de
celulose, formando ligagbes cruzadas entre as mesmas, 0 que aumenta ainda mais
a resisténcia da parede as forcas externas (Hayashi e Maclachlan, 1984). Mesmo
in vitro, o xiloglucano € capaz de se associar a celulose, embora a gquantidade
capaz de se ligar a microfibrila seja menor do que in vivo, possivelmente por haver
um impedimento a penetragdo na microfibrila durante os ensaios in vitro (Hayashi
et al., 1994). Além de estabelecer ligacSes entre as fibrilas, o revestimento de
xiloglucano mantém a organizacdo das microfibrilas, impedindo que estas
coalescam e formem feixes muito espessos (McCann et al., 1990).

Segundo o modelo atual de formacdo da parede, as vesiculas provenientes
do Complexo de Golgi que contém o xiloglucano se fundem com a membrana
plasmatica enriguecendo o meio extracelular com essas moléculas. Algumas
destas moléculas se infiltram na fibrila de celulose enguanto esta estd sendo
sintetizada, impedindo a associacé&o lateral das moléculas de celulose, ac menos
na regiéo amorfa periférica da microfibrila. Em seguida, a fibrila recém sintetizada,
permeada por fragmentos de xiloglucano, seria integrada & parede com a formacao

de ligagbes entre suas moiéculas (Hayashi, 1989), possivelmente por

transglicosilagéo (ver adiante “enzimas”).

Pectina

O termo pectina esta relacionado a varios polissacarideos ricos em acido
galacturdnico, ramnose, arabinose e galactose (Waldron e Brett, 1990). Sob essa
designacdo podemos incluir ramnogalacturonanos | e I, arabinanos,
arabinogalactanos, homogalacturonanos e galactanos. A quantidade desses
componentes varia de céjuia para célula, sendo gue nem todas possuem todos os

componentes. Em geral a pectina esta presente em grande guantidade na lamela
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média e em espessamentos da parede que ocorrem em resposta a invasioc de
patdgenos (Rodriguez-Galvez e Mendlen, 1995). A presencga de acgucar Acido
(4cido galacturdnico) nesses polissacarideos confere uma carga liquida negativa a
pectina, o que & de grande relevancia fisioldgica.

Entre as funcdes das pectinas podemos citar. a regulacéo da porosidade e
permeabilidade da parede, tanto para ions quanto para moléculas neutras (Baron-
Epel et al., 1988), reserva e modulagéc das propriedades mecénicas da parede em
alguns tecidos (Buckeridge e Reid, 1996); participacdo nos mecanismos celulares
de defesa, sendo 0s oligossacarideos de pectinas uma das mais bem

caracterizadas classes de oligossacarinas® (Braga et al., 1993).

Proteinas

As proteinas presentes na parede podem ser divididas em dois grandes

grupos: as estruturais e as enzimas.

Estruturais

As principais proteinas estruturais da parede s&o classificadas em
extensinas, proteinas ricas em glicina, proteinas ricas em prolina, lectinas e
arabinogalactano-proteinas (Showalter, 1993), embora dados recentes sugiram
gue, em alguns casos, estes termos se apliguem mais a dominios das proteinas do
que as proteinas em si (Carpita et al., 1996). Além de ocorrerem em niveis basais,
sua expressao pode ser induzida ou aumentada por ferimentos, estresse, ou como
parte do processo de diferenciacdo celular. Acredita-se que estas proteinas
formem ligacbes éter enire os residuos de tirosina de proteinas adjascentes ou
com polissacarideos, enrijecendo a parede (Liyama et al., 1994)

Recentemente foram descoberta a expansina, uma proteina capaz de
induzir in viiro a expansio de paredes inativadas pelo calor (McQueen-Mason et
al., 1992). O fato de esta proteina ndo apresentar nenhuma atividade de

transglicosilase ou hidrolase detectaveis aponta para a existéncia de um novo

2 Oligossacarinas sdo sdo fragmentos de polissacarideos de parede que possuem
capacidade de ativar mecanismos de defesa contra o ataque de patdégenos.
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processo envolvido na extenséo da parede (Cosgrove, 1993) como, por exemplo, a
reorganizagdo das pontes de hidrogénio na matriz celulose-hemicelulose
(McQueen-Mason, 1995). Esta proteina, portanto, seria capaz de reorganizar as
ligagbes do tipo pontes de hidrogénio na parede, possibilitando o deslizamento
das microfibrilas de celulose umas sobre as outras aliviando a tenséo gerada pela
expanséo celular (McQueen-Mason e Cosgrove, 1994). Seria possivel classificar a
expansina como uma enzima, embora as ligagdes envolvidas nédo sejam

covalentes.

Enzimas

Existem quatro grandes grupos de reagbes na parede que sdo catalizadas
por enzimas: hidrolise de ligagdes ester-glicosidicas e ligagdes peptidicas,
transglicosilacéo, transacilagdes (possivelmente envolvidas na sintese da cutina) e
reagdes de Oxido-redugéo (Fry, 1995). Nao existem evidéncias de que os dois
ultimos tipos de reac&o ocorram em polissacarideos de parede, mas as reacfes de
oxido-reducéo envolvendo fendis como doadores de elétrons sdo importantes na
formagdo de ligagOes cruzadas entre os polissacarideos, via pontes de acido
ferulico, na lignificaco da parede, o que pode ser importante no processo de

parada do crescimento, no enrijecimento da parede e na defesa contra patégenos
(Liyama et al., 1994).

As glicosidases na parede tém diversas fungbes. Elas servem para modificar

os polissacarideos, alterando sua atividade biolégica, como a fucosidase, que
alteraria a atividade biolégica dos oligdmeros de xiloglucano (Hoson et al‘., 1965);
aliviar a tens&o da parede criada pelo crescimento da célula, no caso das
endoglicosidases (Cosgrove, 1993) e da exo-galactanase de Lupinus angustifolius
(Buckeridge e Reid, 1996) e para degradar polissacarideos de parede, permitindo
a internalizacéo dos produtos de hidrolise pela célula, no caso dos polissacarideos
de reserva (Edwards et al, 1985; 1986). As proteases podem atuar tanto no
“turnover” das proteinas de parede, quanto na defesa da célula contra eventuais
tentativas de invasdo por microorganismos e ainda em processos de
reconhecimento celular.

Entre as enzimas de transglicosilacdo, a mais estudada é a xiloglucano

endo-transglicosilase (XET). Uma enzima provavelmente codificada por uma
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familia de genes (Silva et al., 1994) cujas taxas de expressac s&o sensiveis a
auxina (Nishitani,1995) e se correlacionam bem com taxas de crescimento celular
(Fry et al., 1992). Suas estruturas primaria e secundaria sdo bastante conservadas
(Nishitani, 1995) e a atividade de XET ja foi detectada desde bridfitas a
monocotiled®neas, inclusive gramineas, cuja parede possui pouco xiloglucano (Fry
et al., 1992). Aparentemente a XET é uma enzima especifica para xiloglucano, pois
este € o Unico polissacarideo capaz de atuar eficientemente como doador de
aclicares para a transglicosilacéo (Fanutti et al. 1993)

A XET cliva moléculas de xiloglucano gerando duas novas extremidades:
uma redutora e outra ndo. A mesma enzima liga o terminal redutor gerade a um
terminal ndo redutor de uma outra molécula de xiloglucano (Figura 2A). O
resultado liquido de fragmentagdo do xiloglucano da parede € zero, havendo
apenas um remodelamento do polissacarideo. Este processo possibilita o
relaxamento da tensdo gerada durante o crescimento. Como ocorre a quebra de
uma ligagéo glicosidica e a formac&o de outra idéntica, a variacéo da energia livre
& proxima a zero, ou seja, a reagdo estéd sempre proxima ao equilibrio e ndo ha
necessidade de uma fonte externa de energia (McQueen-Mason, 1995)

Como a enzima é incapaz de clivar o polissacarideo e gerar novos terminais
nao redutores, exceto em concentragdes muito baixas de substrato (Fanutti et al.,
1993), a presenca de oligossacarideos de xiloglucano é condigdo necessaria para
detectar a queda de viscosidade em solugdes de xiloglucano (figura 2B). Isso
poderia explicar o estimulo da atividade de endo-f-glucanase por oligossacarideos
de xiloglucano (Farkas e Maclachlan, 1988) e as alteragbes morfologicas em
células cultivadas in vitro (Ruel e Joseleau, 1993). Apesar do seu potencial de
remodelar as pontes de xiloglucano entre as fibrilas de celulose, a XET isclada
ndo & capaz de promover crescimento de paredes inativadas pelo calor como
ocorre com as expansinas, de forma que o seu papel na expans&o da parede

ainda é incerto (Cosgrove, 1993).
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xlxgxilgxxxgxlxgxxlg
Figura 2: representacdo esquematica de possiveis agdes da XET sobre um fragmento
hipotético de xiloglucano. A XET pode transferir grandes fragmentos entre duas moléculas
de xiloglucano (A) ou hidrolisar um polissacarideo ao transferir o terminal redutor gerado
para um oligossacarideo (B), trazendo a massa molecular de ambos os fragmentos mais
proximos a massa molecular meédia. O terminal redutor esta indicado com a letra verde.

Adaptado de Fry, 1995,

Diante de toda esta diversidade de modificacdes na parede celular in vivo,
ela pode ser considerada um compartimento metabolicamente ativo da ceélula (Fry,
1995). O modelo de crescimento adotado atuaimente (Taiz, 1884; Cosgrove, 1993)
supbe uma parede dinamica € em constante modificacdo (Figura 3). Segundo este
modelo, guando a célula absorve agua, o aumento do turgor exerce uma forga
sobre a parede, distendendo-a até que a tensao gerada nos polimeros se iguale a
pressdo exercida pelo citoplasma. Em seguida, as enzimas presentes na parede
(XET, expansinas, endo e exo-glicosidases) modificam o0s polissacarideos de
modo a aliviar a tensdo. Com a redu¢do da pressao da parede sobre 0 citoplasma,
o potencial hidrico deste diminui e mais agua entra na célula. aumentando o
volume celular e, conseguentemente, a pressao do citoplasma sobre a parede, o

que distende esta ditima, comecgando um novo ciclo de crescimento. /n vivo, 0
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processo € continuo e esta sempre proximo ac equilibrio. A todo momento ocorre
troca de material entre a parede e o citoplasma: o citoplasma manda para a parede
novos polimeros (polissacarideos e proteinas) para evitar o enfraquecimento da

parede e esta ultima libera o produto das reagdes de rearranjo dos polimeros para
uso no metabolismo intracelular (Taiz, 1984).

Tensio T
4 mecanica //"”“”‘R_\
S S,
/ e s
7 Metabolismo |
da parede |
;"f Remodelamento
i
| da parede
| i
!*, ¢ Metabolismo intracelulay |
| |
L Turgor T
Extensdo da €
parede o |
N T k 4
I Maturagio

Figura 3: modelo de crescimento da parede celular. O aumento do turgor da cclula
feva a extensfio da parede, gerando tensdo mecénica nos polimeros desta. O metabolismo da
parede modifica ¢ rearranja seus polimeros, assim como incorpora a esta 0s novos polimeros
vindos do citoplasma de forma a aliviar a tenso criada pelo crescimento. Uma vez aliviada a
tensdo, a célula volta a crescer, ¢ a cada volta no ciclo a célula cresce mais um pouco. Em

algumas células a diferenciagdo interrompe o ciclo € a célula para de crescer. Adaptado de
Taiz, 1984.
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Parede de reserva

Nos tecidos de reserva de algumas sementes, a parede de reserva (também
chamada de espago periplasmatico) € formada apenas pela interrupcdo ou
reducdo da malha de pectina, celulose e proteina, havendo deposi¢ao apenas de
uma grossa camada de hemicelulose. Tais espessamentos representam uma
grande reserva de carboidrato na semente que € mobilizada durante a germinacéo
e estabelecimento da plantula (Bewley e Black, 1978; Buckeridge e Reid, 1996).
Este processo envolve a acdo de diversas enzimas de parede capazes de
degradar essa hemicelulose e permitir a sua mobiliza¢do para o eixo embrionario a
partir do 6rgao de reserva que pode ser o endosperma ou os cotilédones.

Ja foram descritos como compostos de reserva na parede 0s mananos (com
diferentes graus de ramificacdo com galactose) (Reid, 1971), xiloglucano (ver a
segulir) e galactano (Crawshaw e Reid, 1984), sendo este ultimo uma cadeia lateral
de pectina.

Os mananos puros formam fibras pouco soluveis localizadas na parede das
células do endosperma de sementes de plantas da familia Palmae, conferindo ao
tecido uma grande rigidez e uma baixa permeabilidade a agua. Nos
galactomananos (caracteristicos de Leguminosae), as ramificagbes de galactose
aumentam a solubilidade do polissacarideo (Dea e Morisson, 1975), assim como
sua capacidade de reter agua. Nas sementes que acumulam galactomanano,
portanto, o polissacarideo pode influenciar a embebicdo de toda a semente. Esta
capacidade levou Reid e Bewley (1979) a considerar o galactomanano uma
molécula multifuncional, agindo nao apenas como reserva de carbono, mas
também atuando no controle hidrico. Como outros polissacarideos de reserva
acumulados na parede possuem propriedades hidrodinamicas semelhantes as do
galactomanano, é possivel que estas moléculas venham a ser caracterizadas,
também, como multifuncionais (Buckeridge et al.,1992; Buckeridge e Reid, 1996).

Garwood (1996) chega a colocar o balanco hidrico como uma funcao tipica dos
cotilédones.

12



Introducéo

Xiloglucano de reserva

Desde 1839 ja se sabia que algumas sementes acumulam na parede uma
grande quantidade de uma substéncia que é corada com uma solucdo de
iodofiodeto de potassio. Como esta coloragéo é tipicamente utilizada para detectar
amido, o xiloglucano foi denominado amiléide (Vogel e Schieiden,1839). Ainda no
seculo passado (Heinricher, 1888; Reiss, 1889), foi observada a mobilizagdo do
entdo chamado amildide para o eixo embrionario, o que caracterizou sua fungéo
de reserva. No entanto, apenas neste século foi determinado que, em Tamarindus
indica L., a substancia era formada por glucose, xilose e galactose, nas proporgoes
3:2:1 (Krishna e Ghose, 1942, 1943). Em seguida, White e Rao (1953) sugeriram
que o polissacarideo seria composto por uma cadeia principal de glucose ligada
1,4 com ramificagdes de xilose 1,6 e galactose ligada a esta Ultima por uma
ligagdo 1,2. No inicio da década de 60, Kooiman (1960) realizou uma extensa
pesquisa sobre a presenca de amildide em sementes, e detectou sua presenca em
sementes de varias espécies. Apesar da ampla distribuicdo, apenas em algumas
especies o xiloglucano foi estudado (Tamarindus indica L. - Koociman, 1961; -
Annona muricata - Kooiman, 1967; Tropaeolum majus L. - Le Dizet, 1972;
Impatiens balsamina - Courtois e Le Dizet, 1974). Com base nestes estudos,
acredita-se hoje que o polissacarideo de reserva das sementes possua uma
estrutura bastante semelhante ao de parede priméria (Albersheim, 1976: Hayashi,
1989).

Em 1985, Edwards et al. acompanharam a mobilizagdo do xiloglucano em
Tropaeolum majus e observaram um aumento da atividade das enzimas
envolvidas na degradac&o do mesmo (B-glucosidase, 3-galactosidase, a-xilosidase
e endo-B1,4-glucosidase) durante a mobilizacdo deste para o eixo embriondrio. Em
1987, Reis e colaboradores acompanharam o mesmo processo em 7. indica e
observaram o acumulo de amido no interior da célula durante a degradacdo do
polissacarideo da parede, supostamente devido ac excesso de carboidrato no
citopiasma (como sugerido por Harris e Chrispeels, 1975). Os autores

identificaram 3 etapas na mobilizacdo do xiloglucano da semente; uma etapa de
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hidratacdo da semente e mobilizagdo dos corpos protéicos, uma etapa de
mobilizagdo do xiloglucano e uma etapa pés-mobilizacdo onde o cotilédone
permanece ligado ao eixo embriondrio com cerca de 10% do peso inicial, sem
alteragbes significativas nas massas de matéria fresca e seca.

Desde entdo, as principais enzimas de degradacdo de xiloglucano de T,
majus foram isoladas e caracterizadas pelo grupo do professor Grant Reid da
Universidade de Stirling na Escécia: a a-xilosidase (Fanutti et al.. 1991), a 8-
galactosidase (Edwards et al., 1986; Fanutti et al., 1993) e a endo-$1,4-glucanase
(Edwards et al., 1986). Estas enzimas, junto com a B-glucosidase, agem em
conjunto sobre o polissacarideo para liberar os monossacarideos constituintes
que seriam Internalizados pela célula (figura 4). A descoberta, em Copaifera
fangsdorffii, de uma B-galactosidase que, aoc contrario da enzima de T majus,
hidrolisa apenas algumas galactoses em posigcdes especificas, sugere a existéncia
de mecanismos sutis e sofisticados de degradagéo do polissacarideo (Alcantara et
al., submetido a publicacao).

Sabe-se hoje que a endo-B-glucanase é na realidade um membro da familia
de fransglicosidases de xiloglucano (XET) expressa exclusivamente nos
cotiledones (Rose et al., 1996) e ndo uma endo-glucanase com alta especificidade
para o xiloglucano como alguns autores sugeriram (Farkas et al., 1992; Fanutti et
al., 1993)

Analises da estrutura fina do xiloglucano de sementes de Tropaeolum majus
L., Tamarindus indica 1. e Copaifera langsdorfi L. mostraram que a digestdo
exaustiva do polissacarideo de reserva com celulase de Tricoderma viride libera os
mesmos oligossacarideos: XLLG, XXLG, XXLG e XLLG. Todos formados de 4
residuos de glucose com variados graus de ramificacio (Figura 5). A proporcéo
entre estes blocos varia de espécie para espécie, e até mesmo de popuiacéo para
populacdo de uma mesma espécie (Buckeridge et al., 1992).
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Figura 5: oligossacarideos obtidos pela digestdo de xiloglucano de sementes de 7.

majus, T. indica ou C. langsdorfii com celulase de Trichoderma viride.

A deposicdo do xiloglucano durante a formagao da semente tem sido
menos estudada. Em 1986, Hoth e colaboradores observaram o actumulo
transitério de amido durante a maturagéo da semente de 7. majus. Este amido
desaparecia ao final do processo de deposicdo do xiloglucano, sendo,
provavelmente, utlizado como fonte de carboidratos para a sintese do
polissacarideo de parede. Contudo, a quantidade de xiloglucano formada durante
a degradag@o do amido correspondia apenas a metade desta reserva armazenada,
0 que sugeriu uma alta atividade em outras vias metabdlicas no periodo
(respiragao, sintese protéica, etc.). Ao fornecer xilose marcada radioativamente. o
amido foi o primeiro polissacarideo a ser marcado. Segundo os autores, o sistema
de biossintese de xiloglucano ndo seria capaz de utilizar diretamente xilose livre
do citopiasma. A via proposta para o metabolismo da xilose seria a isomerizacao
desta para xilulose, fosforilagdo e entrada na via das pentoses (xilulose-5-P é um
intermediario da via das pentoses). Uma vez no metabolismo primario, a xilulose

seria convertida em glucose-6-P e formaria UDP-glucose. A UDP-glucose seria
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oxidada a UDP-acido galacturdnico e este seria descarboxilado, formando UDP-
xilose que, entdo, poderia servir de substrato para a biossintese de xiloglucano.

Alguns anos mais tarde, Ruel e colaboradores (1990) acompanharam as
alteragdes na ultraestrutura da parede durante a deposico de xiloglucano nas
sementes da mesma espécie. Os autores verificaram que, durante a deposicao,
havia 3 camadas na parede: a primaria, a de reserva e uma terceira camada entre
a esta ultima e a membrana plasmatica. Esta terceira camada parece ser o sitio de
deposicao do xiloglucano antes de sua incorporacéo definitiva a parede. A camada
de reserva, por sua vez, apresenta-se heterogénea, rica em alvéolos que, apesar
de conterem polissacarideo, apresentam uma reacdo menos intensa ac método do
colora¢ao que o resto da parede.

A deposicdo e a mobilizacdo do xiloglucano de reserva seriam processos
resultantes da separagéo temporal do metabolismo da parede. Nessa viséo, o
processo de deposicdo da reserva de xiloglucano ocorreria pela eliminacdo das
atividades de glicosidases na parede (reduzindo, portanto, o “turnover’ dos
polissacarideos) com um aumento do envio de polissacarideos do citoplasma para
a mesma. Ja no processo de mobilizacéo das reservas, a situagao seria invertida,
com o aumento da atividade glicolitica e concomitante interrupgcdo do envio de

polissacarideos para a parede (figura 6).

Justificativa

Por séculos o homem tem utilizado sementes como fonte de varios
compostos, em especial de produtos alimenticios como éleos, proteinas e
carboidratos (Dufus e Slaughter, 1980). Além do amido, a principal fonte de
carboidrato da humanidade (Langenheim e Thimann, 1982), varios outros
polissacarideos apresentam uso comercial. A pectina, por exemplo, é um dos
principais responsaveis pela consisténcia das geléias. O galactomanano vem
sendo utilizado como espessante de sorvetes, sopas e xampus, devido a
viscosidade que ele confere a estas solugGes, mesmo em baixas concentracdes.
Por ter propriedades semelhantes & do galactomanano, o xiloglucano apresenta

um potencial de uso semelhante ao deste Uitimo.
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A B C
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Figura 6: separagiio temporal do “turn-over” da parede durante o crescimento. {A) a
troca permanente de carboidratos entre a célula e o citoplasma possibilita o crescimento da
celula (ver figura 3 para detalhes). (B) a interrupgio (ou drastica redugio) da degradacio dos
polissacarideos e 0 aumento na biossintese destes leva ao acimulo de polissacarideos na
parede durante a maturagiio da semente. (C) o aumento das atividades glicoliticas, associado
a interrupedo de deposicio de polissacarideo leva a4 mobilizagdo das reservas acumuladas
apds a embebicdo. No caso do xiloglucano, a seta azul pode ser considerada uma

simplificagio do esquema mostrado na figura 4.

Estudos a respeito espécies nativas sdo importantes nao apenas para gue
se possa desenvolver novas tecnologias e produtos, mas também para que se
possa avaliar o patrimoénio genético de uma area, um importante parametro na
definicdo de estrategias para conservacdo e manejo (Gémez-Pompa e Burley,
1991). Embora Lima e colaboradores (1993) tenham definido a estrutura do
xiloglucano de H. courbaril como sendo um xiloglucano “ortodoxo” (ou seja,
formado basicamente por repeticdes de blocos de quatro glucoses, como o
xiloglucano de Tamarindus indica e Tropaeolus majus, figura 5), dados recentes a
respeito do jatoba (Buckeridge et al., 1997) revelaram a existéncia de uma nova
classe de oligossacarideos gerados por digestao com celulase. Cerca de metade

do xilogiucano de reserva seria composto por um polissacarideo baseado em
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oligossacarideos formados por 5 glucoses, ao contrario das estruturas j@ descritas,
formadas basicamente por grupos de 4 glucoses.

Segundo Vincken e colaboradores (1995), o xiloglucano seria formado por
repeticbes de oligossacarideos de grau de polimerizacéo igual a 4 (figura 5) pois
este seria 0 tamanho ideal para interacdo com a microfibrila de celuiose. A
existéncia de oligossacarideos com grau de polimerizagdo 5 traz uma série de
perguntas a respeito da interagéo deste novo polissacarideo com a celulose e com
outras moléculas de xiloglucano.

O jatoba (Hymenaea courbaril) é uma leguminosa arbérea que tem sido
explorada comercialmente por fornecer uma madeira dura e resistente 3
putrefacdo, que pode ser usada em construgdes pesadas e obras hidraulicas
(Carvalho, 1994). Como uma espécie tipica de estagios avancados de sucessdo, o
jatoba é uma espécie bastante exigente quanto as condigbes de crescimento e
desenvolvimento. Com a reducéo das areas de mata nativa do pais, esta espécie,
assim como varias outras, correm o risco de entrar em exting&o. Estudos a respeito
de sementes de espécies tropicais s&c um passo importante na definicdo de
estratégias de manejo e conservacio de florestas onde estas ocorrem (Janzen e
Vazquez-Yanes, 1991).

Apesar das diferencas nas proporcées de monossacarideos entre o
xiloglucano de parede primaria e o de reserva, este Gltimo & um bom modelo de
estudo de polissacarideo de parede. A sua abundancia facilita a obtengéo de
material para estudos, e por requerer uma grande quantidade de enzimas para sua
hidrélise, facilita também a obtengéo destas para uso como ferramentas no estudo
dos polissacarideos. Além disso, a existéncia de um espessamento rico em
xiloglucano levanta outras perguntas a respeito da capacidade de auto-interacdo
deste polissacarideo, pois nos modelos de parede existentes, o xiloglucano esta
sempre associado a ceiulose e entremeado por outros polimeros.

A analise fina do polissacarideo e de seus produtos de degradacéo pode se
revelar mais promissora do que a simples detecgdo da atividade enzimatica
durante o processo, como foi feito para a maioria das outras espécies. A atividade
enzimatica medida in vitro pode ser trazer uma série de artefatos como: (1) a
homogeneizac&o do tecido, com a perda de toda a compartimentalizacdo da

célula, (2) uso de substrato sintético, para o qual a enzima provavelmente
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apresenta uma afinidade diferente em relacéo ao seu substrato natural. Por outro
lado, a analise dos carboidratos, ignorada na maioria dos trabalhos publicados,

possibilita a analise direta do produto da reacao.

Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo estudar a mobilizacdo do

xiloglucano de reserva nos cotilédones de Hymenaea courbaril através da analise
dos agucares presentes ao longo do processo e do acompanhamento das

atividades de enzimas envolvidas, correlacionando estas informacfes com

possiveis alteracbes citoquimicas ocorridas nos cotilédones.
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Material e métodos

Padronizacao do material e procedimento

Sementes de Hymenaea courbaril foram gentilmente cedidas pela Secdo de
sementes do Instituto de Botanica de Sao Paulo. No lote utilizado, a massa média
foi de 4,75 + 1,18 g, em mil sementes, sendo que nos experimentos, apenas as
sementes com massa entre 3 e 6,5g foram utilizadas. As sementes foram
escarificadas mecanicamente do lado oposto aoc embrido, pesadas
individualmente, esterilizadas em agua sanitaria comercial por 5 minutos, imersas
em agua destilada por 12 horas, e enterradas completamente em vermiculita
saturada em nistatina 100 unidades.mi’ (Micostatin®, drageas-Bristol-Myers
Squib) em copos plasticos numerados (4 sementes por copo) de forma a
possibilitar a identificacdo posterior da semente. Ac longo do experimento as
sementes foram regadas com esta mesma solucéo.

As sementes foram mantidas em uma camara de crescimento a 25 °C em
fotoperiodo de 12 horas. A cada 5 dias, 20 sementes foram coletadas até que o
experimento completasse 75 dias apds a semeadura, guando j& nao havia
plantulas suficientes com cotilédones para uma proxima coleta. Deste material, 3
foram congeladas para experimentos bioquimicos, 2 foram fixadas a 4 °C para
micrdscbpia e 15 sementes tiveram seus eixos embrionarios & cbti.lédon.es. pésados
individualmente iogo apds a coleta e apds 48 horas em estufa a 80 °C para a
determinacé&o da massa de matéria fresca e seca, respectivamente (esquema 1). O
material controle (O dias de embebigao) foi coletado logo ap6s a imerséo em agua
destilada por 12 horas. Ao longo da embebicdo, todas as sementes foram
coletadas com a testa, devido & impossibilidade de retird-la nas sementes ainda

néo embebidas.
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Esquema 1: visdo geral do procedimento realizado com sementes de H. courbaril, A

mesma seqiiéncia metodologica toi seguida durante 75 dias. As caixas em verde se referem a
outros esquemas detalhados a seguir (nucroscopia e analise de carboidratos) e as caixas azuis

se referem a dosagens realizadas.

Foi feita, ainda, uma repeticdo do primeiro experimento para a determinagio
da atividade enzimatica nos cotiledones. Nessa repetico, foram coletados 3
grupos de 5 sementes entre 35 e 50 dias apos semeadura, onde, de acordo com o
primeiro experimento, era esperado enconirar a maior atividade enzimatica. Os

cotileédones foram processadas na hora sem serem congeladas.

Microscopia fotdnica e eletrénica de varredura

Fixagado e processamento

As sementes e plantulas coletadas para observagbes em microscopia foram
fixadas em paraformaldeido 4% (p/v)/glutaraldeido 2,5% (v/v) em tampéo fosfato
0,1 M pH 7,4 por 24 horas a 5 °C (Kierman, 1981) e desidratadas em uma série de
alcool butilico terciario (70, 85, 95 e 100% por pelo menos 24 horas cada) a
temperatura ambiente. O material foi mantido em alcool butilico 100% até que
fosse dada continuidade no processamento. Em seguida pastithas de Paraplast

foram colocadas no alcool e, apds 24 horas, o materia!l foi colocado na estufa a
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60°C para a evaporacdo do alcool, deixando ¢ material imerso em Paraplast
fundido, o qual foi trocado mais 3 vezes ficando o material imerso pelo menos 24
horas cada. Em seguida o material foi emblocado e cortado longitudinal ou
transversalmente em secgbes com 8 micrdmetros de espessura.

A desparafinizacdo dos cortes foi feita com 2 imersdes sucessivas em xilol
(30 minutos cada), alcool-xilol 1:1 (viv) por 20 minutos & metancl-cloroférmio 1:1
(v/iv), pelo menos 2 horas, sendo que os cortes normalmente ficavam nessa
solug&o ate o dia seguinte. Em seguida os mesmos foram reidratados em banhos
sucessivos de 5 minutos em solugbes de etanol cada vez mais diluidas (100, 95,
85, 70%-Lison, 1963) (esquema 2).

Coloracao com Xylidine Ponceau (XP)

Este corante anidnico € comumente utilizado para a deteccéo de proteinas
pois, nas condi¢des de pH utilizadas rotineiramente (em torno de 2,5 e, portanto,
abaixo do ponto isoelétrico da majoria das proteinas), estas se apresentam
positivamente carregadas. Os demais componentes da célula (&cidos nucléicos,
pectinas, carboidratos neutros, etc.) estariam neutros ou negativamente
carregados.

Para a observagao dos corpos protéicos foi utilizada a coloracgo pelo XP.
Os cortes foram cobertos com uma solugédo de XP 0,1% em &cido acético 3%, pH
2,5 por 15 minutos e lavados em acido acético 3% por 30 minutos e em agua
destilada por 5 minutos. Seguiu-se uma desidratag&o em etanol (95 e 100%), xilol
e montagem em resina Eukitt. Todo o processo foi realizado & temperatura
ambiente (Cortelazzo, 1992).
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| Aznl de Toluidina
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Esquema 2: visdo geral do procedimento para observagdes em microscopia. P.A.S.=
oxidagio com acido periddico seguido de coloragio com Reativo de Schiff. MEV=

Microscopia Eletronica de Varredura.

Coloracdo com Azul de Toluidina (AT)

Ao contrario do XP, este corante se liga a radicais acidos livres. Nas
condicdes e pH utilizadas, detecta-se pectinas néo esterificadas e os acidos
nucléicos.

Os cortes foram cobertos com uma solucdo de AT 0,025% em tampao
Mclivaine a pH 4.0 por 15 minutos & temperatura ambiente. Em seguida foram
lavados rapidamente com agua destilada e o material seco ac ar. A lamina foi,

entdo, imersa em xilol por 5 minutos e montada em Eukitt (Vidal 1877).
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Microscopia de polarizagéo

Na microscopia de polarizacdo, os materiais de natureza cristalina como a
parede primaria (devido as fibrilas de celulose) e os grdos de amido aparecem
como corpos brilhantes contra um fundo escuro. Nesta técnica, os gréos de amido
apresentam uma cruz escura no centro, devido a forma como a estrutura do grao
interage com o sistema de polarizadores.

Para este tipo de observacgéo, foram utilizadas as |aminas coradas pelo AT.
Um par de filtros polarizadores foi adaptado ao microscopio de forma a obter a

extingdo total da luz, quando os eixos Oticos dos polarizadores estivessem

perpendiculares.

Impregnacao com lodo/lodeto de potassio

Esta impregnagéo é tipicamente utilizada para a observagéo de gréos de
amido, que se apresentam negros nesta coloragdo. O xiloglucano, nesta técnica,
apresenta uma coloracdo azulada.

Para a observacéo do xiloglucano de reserva foi utilizada a impregnacéo por
lodo/lodeto de potassio. O corte foi imerso em uma solucdo de lodo metalico 1%

(p/iv)lodeto de potassio 1% (p/v), coberto com uma laminula, observado e

fotografado imediatamente.

Acido Periédico-Schiff (P.A.S.)

Como forma de corar polissacarideos neutros, foi utilizado o método de
oxidag&o com acido periddico e coloragdo com reagente de Schiff. Os cortes foram
cobertos com uma solugdo de acido periddico 0,5%, recém preparada, por 10
minutos. Em seguida foram lavados com agua destilada, secos ao ar e cobertos
com reativo de Schiff ( Lillie, 1954) por 8 minutos no escuro. Apds a coloracdo os
cortes foram submetidos a 3 banhos sucessivos de 3 minutos em agua sulfurosa
recém preparada (18 partes de agua, 1 parte de HCI 1M e 1 parte de metabissulfito
de sodio 10%), seguidos de uma desidratacdo em série etandlica, banho em xilol e

montagem em resina Eukitt (Cortelazzo, 1992).
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a observac&o da superficie das paredes celulares, alguns blocos de
cotiledones que ja haviam sido observados em microscopia o6tica foram
desparafinizados em 2 banhos de 24 horas em xilol, rehidratados em série
etandlica e armazenados em etanol 70%. Em seguida os blocos foram transferidos
para etanol absoluto e este foi substituido por CO, liquido que foi evaporado por
ponto critico. Os blocos foram metalizados e observados em Microscopio
eletronico de varredura (JEOL jsm-T3000) utilizando 10KV de aceleragdo dos

elétrons.

Extracado e analise de carboidratos

Padronizacao das extracio dos carboidratos

As sementes congeladas para as andlises bioguimicas foram separadas em
dois lotes: uma parte foi homogeneizada em tampéo para a determinacéo de
atividades enzimaticas e a outra parte foi pesada, seca a 80 °C com circulacdo de
ar por 48 horas, moida em um moinho de facas com uma peneira de 20 mesh e
pesada. Foi verificado inicialmente que havia necessidade de extrair a testa das
sementes, pois a presenga de pd de testa no material levava a artefatos de
dosagem dos carboidratos. Diante disto, os dados relativos as dosagens dos dois
primeiros dias (0 & 5 dias) serdo ignoradas. A partir de 10 dias apés semeadura a
testa das sementes pdde ser separada manualmente, o que possibilitou o célculo
dos teores de carboidratos nos cotilédones.

A otimizac&o do tempo de extracdo com agua foi feita em um ensaio piloto
em tubos eppendorf de 2,0 ml. Em cinco tubos foram colocados 100 mg de pd de
cotilédones e cada um foi submetido a duas extragbes com etanol 80% a 80 °C (1
e 0,5 mi, respectivamente) seguidas de centrifugacéo a 7800g por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado restante foi seco ao ar. Em seguida,
cada tubo foi submetido a cinco extragdes em agua destilada (1T ml na primeira
extragao e 0,75 mi nas demais) a 80 °C por tempos diferentes (15, 40, 100, 180 e
250 minutos). Apo6s cada extragdo o tubo foi centrifugado (7800 g, 2 minutos) e o
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sobrenadante coletado individualmente. A conceniracao de acucar total para cada
extracéo (1% a 5%) em cada tempo de extragéo (15, 40, 100, 180 e 250 minutos) foi
obtida pelo método fenol-sulfurico (item “dosagem de acgucar total”) {figura 7).
Podemos ver na figura 7 que entre as extracbes de 15 minutos realizadas, a
4% foi a extragdo com melhor rendimento, enquanto nas extragbes de 40 minutos, a
2% extracdo foi a de melhor rendimento. Nas demais extragdes, aguela com melhor
rendimento foi a primeira. Para as extracdes subsequentes do trabalho, foi
escolhido o tempo de 180 minutos, pois com isso obteriamos o melhor rendimento

de polissacarideo no menor tempo possivel.

20 1 =15 min
w0 min
100 min
e 180 man
=256 min

ot
1
|

&
]
|

achacar total {m g.mll)

&

1 2 3 4 3
Extracio
Figura 7: concentracdo de polissacarideos soliveis em agua no sobrenadante das
cinco extracdes em agua a 80 °C. Foram testados 3 tempos diferentes de extragio (15, 40,

100, 180 e 250 minutos).

Extragao dos carboidratos

A extrac&o dos carboidratos foi feita em tubos eppendorf de 2 ml onde foram
colocados 100 mg de pd de cotilédones e 750 pl de etanol 80%. A extracdo foi
feita a 80 °C por 10 minutos com agitacéo eventual. Apds a incubag&o o tubo foi

centrifugado a 7800g por 3 minutos e ¢ sobrenadante foi coletado. Mais 500 ul de
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etanol 80% foram adicionados ao material insoltvel e a extracao foi repetida outras
3 vezes perfazendo um total de 4 extragdes de 10 minutos cada a 80 °C em etanol
80%. Os sobrenadantes das extragdes foram unidos e secos a baixa pressdo com
centrifugagéo (Spedvac-Hetovac VR1-HETO), ressolubilisados em 500 pl de agua
destilada e cenirifugados a 7800g por 10 minuios. O material insolivel foi
separado do sobrenadante, que continha carboidratos de baixo peso molecular
(mono e oligossacarideos).

O material insolivel em etanol foi liofilizado e as extragbes foram repetidas
utilizando agua destilada. Na primeira extragéo foram adicionados 1,5 ml de agua
e o sistema foi incubado a 80 °C por 3 horas com agitacdes eventuais seguido de
centrifugacdo a 7800g por & minutos. Nas 3 extracbes subsequentes foram
adicionados apenas 0,75 ml de agua. O material assim obtido continha
polissacarideos faciimente extraiveis da parede (principalmente xiloglucano).

O material n&o extraivel com agua foi entdo submetido a 3 extracées com
alcali (KOH 4 M, borohidreto de sédio 26mM por 3 horas a temperatura ambiente).
Na primeira extracgo foi adicionado 1 ml de KOH+NaBH, e nas 2 extragbes
subsequentes foram adicionados apenas 750 ul. Apds cada extragdo o tubo foi
centrifugado a 13200g por 5 minutos e o sobrenadante coletado (ver esquema 3

para visualizag@o geral das extragbes e analises feitas).

Dosagem de agicar total

A dosagem de acgucar total foi feita pelo. método Fenol-Sulfdrico. (Dubois. et .
al.,, 1956). Em um tubo de vidro foram colocados uma aliquota da amostra a ser
dosada e agua para um volume final de 0,5 ml, 0,5 ml de fenol (5 % em agua) e 2,5
ml de acido sulfurico PA, nessa ordem, com homogeneizacdo vigorosa apés a
adicdo de cada solugdo. O sistema foi incubado & temperatura ambiente por 30
minutos antes da leitura da absorbancia a 490 nm. A quantificacdo de aclcar foi
feita comparando os valores obtidos com os de uma curva padréo de glucose de
25a75ug.

Dosagem de acgticar redutor

A dosagem de agucar redutor foi feita segundo Somogyi (1945). Em um tubo

de vidro foram colocados agua e uma aliquota da amostra a ser dosada com um
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volume total de 1 mi, 1 ml da solugéo de Somogyi ( 9 partes de solucéo B e 1 parte
de solucdo A misturadas previamente %) e o sistema foi incubado a 100 °C por 15
minutos. Apds o resfriamento foram adicionados 1 ml de solug&o de Nelson® e 2 mi
de agua e foi feita a leitura da absorbancia a 520 nm. A concentragéo de acgucar foi

obtida pela comparago com um padréo de glucose de 25a 75 ug.

Analise por cromatografia em camada delgada

Os oligossacarideos presentes na fracdo de material soluvel em etanol
foram analisados por cromatografia em camada delgada (CCD). Para estes

oligossacarideos, placas de silica gel FB0 (Schieicher e Schuell) foram cortadas

| Esquema 1

Pode ' Extragio | o T ]
tilédones b com ctanol a Extragdiocom . Extragdo com |
cotie ‘ R0°C | dgua a 80 °C L KOH4M
5eCos A~ R C ]
k. A
Eldmhse ac1c§a ~ Digestdo |
e com |

| cclulase

HPAEC-PAD HPAEC-PAD
\ monossacarideos [/ oligos de xiloglucanc

Esquema 3: extracdes e analises realizadas em cada fragdo dos carboidratos presentes

HPAEC-PAD
CCh

oligos da sénie
rafinosica

em cotilédones de H. courbaril. A caixa inicial se refere a origem do material aqui analisado.

3 A- CuSQq. 5H0 10% em agua

B-78g de Fosfato de Na™ bibasico em 700 m! de dgua, 40g de Tartarato dupio de Na' e K, 100 ml
de NaOH 1N e 120g de Sulfato de Na” anidro. Corrigir com agua o volume para 900 mi.

* 28g de [NH. s Moy Oz 4HO em 450 mi de agua 21 ml de H:S04 concentrado aos quals s&o
adicionados 3g de NaHAsO4.7H0 am 25 mi de agua.
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em tamanhos adequados (cerca de 10 cm de altura e uma largura que
permitisse a aplicagio das amostras, com 5 mm de distancia entre os pontos de
aplicagio das amostras € 7 mm das bordas para a primeira e ultima amostras).
Apds a dosagem de acucar total nas fragbes de material soluvel em etanol, foi
aplicado na placa de CCD o equivalente ao que seria extraido de uma
porcentagem fixa de um cotilédone. Neste caso, a aplicagédo na placa de uma
quantidade de carboidratc que seria extraida de 0,0118 % de apenas um
cotilédone daria uma quantidade de agucar total da ordem de 20 ug, 0 que seria
adeguado ao sistema utilizado. Foram realizadas duas corridas ascendentes na
placa com butanol-1: 4cido acético: dgua (2:1:1) e a revelagao foi feita aspergindo

sobre a placa acido sulfurico 5 % em etanol e aquecendo a placa a 110 °C.

Analises por HPAEC

Os monossacarideos e oligossacarideos presentes nas fracbes de material
soliuvel em etanol foram analisados por cromatografia de troca anidnica de alta
performance (High Performance Anion Exchange Chromatograpy-HPAEC) AS500
(Dionex-Sunnyvale, CA) com coluna CARBOPAC PA1 associada a detecgio por
pulso amperométrico (PAD). Para monossacarideos o programa utilizado foi uma
eluicdo isocratica em NaOH 23 mM (0,8 ml.min™") por 20 minutos seguida de
recuperacéo da coluna com NaOH 500 mM por 5 minutos e estabilizagao com
NaOH 23 mM por 5 minutos. Para oligossacarideos da série rafindsica foi utilizada
uma eluicao isocratica com NaOH 150 mM ( 1 mi.min™) por 20 minutos seguido de
NaQOH 500 mM por 5 minutos e estabilizacdo com NaOH 150 mM por 5 minutos.
Em ambos os casos a coleta de dados para o cromatograma foi feita apenas nos
primeiros 20 minutos. Tanto para os oligossacarideos da série rafindsica quanto
para os monossacarideos, a area dos picos obtidos foi corrigida em fungao da
sensibilidade do detector para cada agucar.

Para oligossacarideos de xiloglucano, foi feita uma eluigdo com um

gradiente linear de acetato de sédio 500 mM de 15 a 23,3% em uma concentracéo

30



Material e métodos

constante de NaCH 150 mM® por 40 minutos (1ml.min”"). Em seguida a coluna foi
recuperada com 100% de NaOH 150 mM por 2 minutos e estabilizacdo do sistema

com o eluente inicial por 5 minutos. Os dados do cromatograma foram coletados

durante 40 minutos.

Preparo dos extratos enzimaticos

As sementes coletadas foram picadas com um bisturi e os fragmentos de
cerca de 5 mm de lado foram misturados para que a amostra representasse uma
média dos 3 cotilédones. Cada amostra foi separada em 2 porgdes (como descrito
no esquema 1). uma foi seca e utilizada na andlise dos carboidratos e outra parte
foi homogeneizada em tampé&o e utilizada na dosagem das atividades enziméticas.
Os fragmentos de cotilédones separados para a dosagem enzimatica foram
pesados e homogeneizados em um homogeneizador Ultra-Turrax T25 (Janke &
Kunkel, Alemanha) em tampé&o acetato de sddio 50 mM pH 5 com 200 mM NaCl. O
tampéo foi adicionado até que a viscosidade do extrato fosse tal que pudéssemos
pipetar com o minimo de erro possivel. O volume dos extratos foi medido e o
extrato foi congelado a -20 °C.

Sementes com O e 5 dias apds a semeadura, por ndo terem soltado a testa,
foram quebradas em grandes fragmentos (cerca de 1,5 cm de lado). Alguns desses
fragmentos foram secos junto com os demais enquanto os fragmentos restantes
foram mantidos a 5°C por 24 horas submersos no tampéo de preparo dos extratos.

Apbds esse periodo, a testa foi retirada e os fragmentos de cotilédones

processados como os demais.

Preparacéao de xiloglucano e obtencao de oligossacarideos

Vinte sementes tiveram suas testas retiradas manualmente apés serem
fervidas por 6 horas. Os cotilédones foram isolados e homogeneizados em um
liquidificador, gerando uma solugao altamente viscosa a qual foi adicionado NaOH
para uma concentragdo final de 1M em excesso de borohidreto de sodio. Apds a

extragdo alcalina por 1 hora a 90 °C o material foi filirado a vacuc em uma

5 15% de acetato de Na™ 500 mM ¢ 85 % de NaOH 150 mM, até 23,3% de acetato de sddio 500 mM
(em NaOH 150 mM) e 76,7% de NaOH 150 mM por 40 minutos (1 ml.min™).
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membrana de nylon e o filtrado foi precipitado a 5 °C com 3 volumes de uma
solucéo de etanol: ac. acético (10:1).

O precipitado foi coletado por filtrag&o a vacuo e lavado seqUenciaimente
com etanol 70 %, etanol 93% e acetona. Apds a evaporacdo da acetona, o
precipitado foi ressolubilisado em agua destilada, gerando uma solucéo altamente
viscosa que foi liofilizada. A partir deste material liofilizado foi feita uma solugéo
1.2 % para ser utilizada no ensaio de XET (ver item “determinacio da atividade de
endo-f-glucanase”) e na producao de oligossacarideos.

Na preparacao de oligossacarideos foram utilizados 13 ml da solugédo de
xilogiucano 1,2 % (p/v), 1 ml de tampéo acetato de amdnio 1M pH 5 e 50 ul de
celulase pura (Megazyme). O sistema foi incubado “overnight” a 30 °C. Ao final da
incubacéo foram adicionados 3 volumes de etanol absoluto para a precipitagdo do
material n&o digerido e o sistema foi centrifugado a 12000g por 20 minutos. O
sobrenadante foi coletado, seco sob centrifugagdo a baixa pressdo em Speed-Vac
e 0 material hidrolisado foi ressuspendido em agua destilada e a concentragéo de
agucar dosada pelo metodo Fenol-Sulfrico. Apés a dosagem, a concentracéo foi

corrigida com agua para uma concentragao final de 20 mg.mi™.

Determinacéo da atividade de B-glucosidase

A fim de determinar o melhor pH para dosagem da atividade enzimatica, foi
feita uma curva de atividade em diferentes pHs de 2,6 a 7,6. Para este ensaio, foi
preparada uma solugdo de acido citrico e fostato de sodio bibasico (500 mM cada)
a qual HCI ou NaOH foi adicionado até que o pH desejado fosse atingido, quando
entdo uma aliquota de 1 ml era coletada e congelada para os ensaios. Ao restante
da solugao foi adicionado mais acido ou base até que o préximo pH fosse atingido.

As condi¢des do ensaio para atividade de B-glucosidase foram: 10 ul de
tamp&o no pH desejado, 10 ul de extrato enzimatico e 10 ul de substrato (para
nitro fenil-B-D-glucopiranosideo 50 mM- pNP-B-gic). Apds 15 minutos a 40 °C, a
reagao foi interrompida com a adigdo de 1 mi de carbonato de sédio 0,1 N e a
absorbancia determinada a 405 nm. Pela curva de pH obtida (figura 8) o pH

escolhido para 0s demais ensaios enzimaticos foi 5,0, embora um aumento de
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atividade em pH proximo a 3 sugerisse a presenca de uma outra enzima com um
otimo de atividade em ambiente acido.

Os ensaios para determinagdo da atividade enzimatica foram feitos em
tubos eppendorf onde foram colocados 10 ul de tampéo acetato de aménio 1M
pHS, 10 pl de pNP-B-glucopiranosideo 50 mM e 10 pi de extrato enzimatico. O

ensaio foi realizado como descrito para o ensaio de pH.
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Figura 8: atividade de B-glucosidase em extrato bruto de cotilédones de &. courbaril
sobre pNP-B-D-glucopiranosideo em fungioe do pH.

Uma vez que o coeficiente de exting&o molar do pNP é conhecido (14400),
sabendo a absorbancia da solugdo pode-se facilmente determinar a concentragao
de pNP dividindo a absorbancia pelo coeficiente de extingdo molar. Como a
relagao pNP e glucose no substrato é 1:1, conhecida a concentracao de pNP, a
concentracao de glucose livre seria a mesma. Dessa forma foi possive! determinar
a liberagéo de glucose no ensaio e, através de calculos matematicos simples,

estimar a atividade por cotilédone.

Determinacao da atividade de a-xilosidase

Segundo Fanutti e colaboradores (1991), a a-xilosidase atua apenas sobre

oligossacarideos de xiloglucano, e ndo sobre substratos sintéticos  ou
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polissacarideo. Neste trabalho, foi utilizada como substrato uma solucao de
oligossacarideos de xiloglucano de jatoba. Os oligossacarideos de xiloglucano
utilizados foram obtidos como descrito anteriormente.

Tambeéem para a atividade de w-xilosidase foi feita uma curva de pH com o
tampao citrato-fosfato descrito anteriormente (figura 9). O extrato apresentou uma
maior atividade de o-xilosidase na faixa de pH de 4 a 5. Com isso, decidimos

realizar o ensaio desta enzima em pH 5, nas condicGes descritas a seguir.
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Figura 9: atividade de a-xilosidase em extrato bruto de cotilédones de A, courbaril
sobre oligossacarideos de xiloglucano em fungao do pH.

A atividade de «-xilosidase foi determinada pela liberacdo de pentoses
livres, de acordo com Roe e Rice (1948): em um tubo eppendorf com 25 yl de
tampac acetato de aménic 1M pH 5, foram adicionados 20 pl da solucédo de
oligossacarideo de xiloglucano (20 mg.mi™) e 20 ul de extrato enzimético. O
sistema de reag&o foi incubado a 30 °C por 24 horas. O conteldo do tubo foi
separado em 2 aliquotas de 30 pl em tubos de vidro contends 970 Hl de agua
destilada. A cada um desses dois tubos foram adicionados 5 mi de uma solucao de
p-Bromoanilina (2% em &cido acético saturado com tiouréia). Um dos tubos foi
aquecido a 70 °C por 10 minutos enquanto o outro foi mantido & temperatura
ambiente no escuro. Ambos os tubos foram, entdo, incubados a 30 °C por 1 hora e
foi feita a leitura da absorbancia a 520 nm. sendo o tubo gque nao foi incubado a 70

°C utilizado como branco.
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Para a determinagdo da concentracéo de xilose foi feita uma curva padrdo
de 20 a 40 ug. '

Determinacgao da atividade de endo-p-glucanase

Como as solugbes de polissacarideos de sementes, em geral, sdo muito
viscosas, € comum que a atividade de “endo-hidrolases” seja determinada por
ensaio viscosimétrico. A atividade de hidrdlise nos pontos internos da cadeia
principal provoca uma reducéo exponencial do tamanho médio das moléculas, o
que acarreta uma reducdo na viscosidade da solugdo. Com isso, é possivel
detectar a atividade de “endo-hidrolases’ através do acompanhamentio da
viscosidade de uma solugdo onde esteja ocorrendo a reacdo. A atividade destas
enzimas foi determinada como descrito a seguir.

Durante incubagdo a 30 °C, foi medido a cada 5 minutos (até 30 minutos) o
tempo que 0,1 mi dos sistemas acima levava para escoar por uma pipeta de 0,2
mi. Apds cada medicdo a pipeta foi lavada com agua fervente e &agua a
temperatura ambiente para evitar contaminacgdes de extratos enzimaticos e esfriar
a pipeta, respectivamente. A reducdo do tempo de escoamento do sistema pela
pipeta € uma estimativa da viscosidade da solucio e, sendo a viscosidade do
sistema causada pela presenga de moléculas de alto peso molecular, a reducao
deste tempo de escoamento foi tomada como uma medida quantitativa da
atividade “endo-hidrolitica” do sistema sobre o polissacarideo.

De posse dos dados de escoamento ao longo do periodo de incubacéo, foi
aplicado o logaritmo decimal nos tempos de escoamento e tracada uma reta com
abcissa (x) igual ao tempo de incubacgdo e ordenada igual ao logaritmo decimal do
tempo de escoamento (y). Nessa reta, quanto mais rapida for a queda do tempo de
escoamento, maior seria a atividade “hidrolitica”, ou seja, quanto maior o médulo
do coeficiente angular da reta, maior seria a atividade enzimatica (ver “Exemplo de
calculo de atividade de XET”, a seguir).

A adicdo de oligossacarideos ao sistema de reacdo mostrou-se uma
condi¢io necessaria & queda de viscosidade em varios extratos. Diante disto, foi

feito um experimento para determinar a quantidade de oligossacarideos a ser
utilizada nos ensaios.
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Exemplo de calculo de atividade de XET

Tempo de escoamento {em segundos) de 0,1 ml pela pipeta para dois sistemas com

quantidades diferentes de oligossacarideos ao longo do tempo de incubagao (a 30 °C):

e
ot

TI' (min) 0 5 10 15 20 25 30

Ong  I5.51 1529 1578 541 1396 1398 1229

tetnpo de cseognenta
o ot
'

100 g [6,15 12,57 923 720 624 531 456

@
P

! Tempo de incubagio.
* Massa de oligossacarideos de xiloglacano.

18 . 20 39
tempo de incubagéo

Transformagdo logaritmica para os tempos de escoamento da tabela acima:

TT (min) 0 5 10 15 20 25 30

0 pg 1,19 1,18 1,20 1.19 1,14 115 1,09

2

Tog €t eseommernts)

100 ug 1,21 110 097 085 080 073 066

*Tempo de incubacio.

w 1 B
tempo de bneubacho

Retas ajustadas a transformacio logaritmica do tempo de escoamento:

0 ng > -0,0096x + 1,215

100 pg—» -0,0183x + 1,1786

Como esperado, o coeficiente angular da reta ¢ negativo, uma vez que o tempo de
escoamento cai 4 medida que o tempo de incubaglo passa. Multiplicando o coeficiente
angular por -100 (para termos um valor proximo & unidade) obtemos um valor arbitrario para
a atividade enzimatica: 0,31 para o ensaio com 0 pg (controle sem oligossacarideos) e 1,83

para o ensaio com 100 ug de oligossacarideos.

A curva de atividade de XET em fungdo da concentragdo de
oligossacarideos foi feita a partir da solugéo de oligossacarideos 20 mg.ml” (item
“Preparo de xiloglucano e obtencéo de oligossacarideos™). Para cada ensaio foram
adicionados: 400ul de xiloglucano de jatoba 1,2%; 50 ul de extrato enzimatico
bruto; tampéo (acetato de Na” 1M, pH 5) e oligossacarideos em um volume total de
70 ul. Foram utilizados para a curva 0, 10; 20, 50; 100, 200, 400 ¢ 800 pg de
oligossacarideos. Como a solugdo de oligossacarideos € uma mistura de
oligbmeros de diferentes tamanhos e em proporgdes indeterminadas, nao foi

possivel fazer a conversdo de massa para concentracdo molar (figura 10).

36



Material e métodos

Inclinacio da reta ajustad:

1.0

190 200 300
Massa de oligessacarideos (ng)

400 500

il 700 806

Figura 10: atividade de XET em func@o da concentragdo inicial de oligossacarideos. A

seta indica a massa de oligossacarideos utilizada nos ensaios subsequentes,

Para detectar a falsa atividade de XET devido & diluigdo do ensaio com

agua, foi preparado em todas as demais dosagens de atividade enzimatica um

tubo branco onde a enzima havia sido fervida. Nos ensaios com os extratos de

cotilédones, desconsideramos as quedas no tempo de escoamento inferiores a

metade do tempo inicial, ou seja, caso o tempo de escoamento de um dado ensaio

ndo caisse a metade apds 30 minutos, o exirato era considerado sem atividade.

Assim como para as demais enzimas, foi feita uma curva para determinar o

pH no qual o ensaio deveria ser feito (figura 11). Para a curva de pH, assim como

na deterrﬁinagéo da atividade dé “ehdd—hidrmésé“'de XiloQiuCéné, foram incubados

a 30°C os seguintes sistemas de reacao:

XG 1.2% oligo’ extrato tampao”
(uh) (uh) bruto (ul) (nl)
Branco 400 o 50° 60
s/oligo 400 R 50 60
cloligo 400 10 50 50

'solugdo de oligossacarideos de xiloglucane 20 mg.ml .
*citrato-fostato 500mM cada, no pH desejado. ou tampao acetato de aménio 1M pH 5 para
os ensaios de determinacio da atividade enzimatica.
* extrato fervido por 5 minutos.
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atividade de "endo-glucanase'
[ ]
|

Figura 11: atividade (unidades arbitrarias*100) de XET em extrato bruto de

cotilédones de A. courbaril sobre xiloglucano em fungio do pH.

Como a atividade de "endo-hidrolase” apresentou-se pouco sensivel as
variagbes de pH na faixa de 4,5 a 7 (figura 11), o pH escolhido para as dosagens

nos extratos foi 5,0, com o mesmo tampéo que foi utilizado para a determinacéo da

atividade das outras enzimas.

Determinacao da atividade de p-galactosidase

A determinacdo da atividade desta enzima no extrato bruto foi feita de forma
semelhante a da atividade de B-glucosidase. A Unica diferenca foi o uso de pNP-f-
galactopiranosideo (Sigma) como substrato.

A B-galactosidase mostrou alta atividade em pHs bastante baixos (figura
12), estando o pH otimo em torno de 3,5. Diante desta diferenca entre os pHs
otimos da B-galactosidase e das outras enzimas (figuras 8, 9 e 11), as medicdes

de atividade de B-galactosidase foram feitas em 2 pHs; 3,5e 5,0.
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Figura 12: atividade de B-galactosidase em extrato bruto de cotilédones de H.

courbaril sobre pNP--D-galactopiranosideo em fungio do pH.

Dosagem de proteina

A dosagem de proteina foi feita com o Kit de dosagem de proteina pelo
método Bradford (BioRad, Califérnia) para microensaios (dosagens de extratos
com menos de 25ug.ml”’ de proteina) de acordo com as instrucées do fabricante. A

concentragéo de proteina foi determinada por comparagdo com uma curva padréo
de albumina sérica bovina. S

Analise do polissacarideo

Hidrdolise acida

A andlise da composicdo de monossacarideos presentes nos
polissacarideos extraidos com agua e KOH ao longo da mobilizacao das reservas
de xiloglucano foi feita através da hidrélise acida do polissacarideo e anélise da
composi¢do de monossacarideos por HPAEC-PAD (ver “Anélises por HPAEC”).

Apbs a dosagem de agucar total das fracbes de material solivel em agua, um

volume que contivesse o equivalente a 5 mg de glucose de cada fracdo foi
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liofilizado e o material seco foi transferido para tubos cénicos de vidro, Este
material foi incubado a 30 °C em 100yl de acido sulfurico com maceracio eventual
com um bastdo de vidro até que todo o polissacarideo estivesse dissolvido,
quando, entéo, era adicionado 1,7 ml de agua destilada, o que diluia o 4cido para
4%. Em seguida o sistema foi coberto com uma esfera de vidro e autoclavado por
1 hora a 120 °C, Apés a hidrélise, o material hidrolisado foi neutralizado com
carbonato de bario até pH 7. Trés mililitros de agua deionizada foram adicionados
e o sistema foi centrifugado em tubos eppendorf. O sobrenadante foi aplicado em
colunas com resinas DOWEX catidnica (50x80-200) e anibnica (1x8-50) em série
para a deionizacdo e as colunas foram lavadas com um volume de agua
deionizada igual a 5 vezes o volume de hidrolisado aplicado. Toedo o material

eluido das colunas foi liofilizado e ressuspendido em agua deionizada para as
analises por HPAEC-PAD.

Obtencao dos oligossacarideos

Um volume correspondente a 100ul de polissacarideo foi incubado a 30 °C
por 24 horas com 10 pl de tampé&o acetato de amédnio 0,1M pH 5 e 1 ul de celulase
de Trichoderma viride (Megazyme) Apds a digestdo o polissacarideo foi
precipitado com 5 volumes de etanol absoluto, centrifugado a 13200g por 5
minutos. O sobrenadante liofilizado foi ressolibilizado em 500 w de agua

delionizada.
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Resulitados

Acompanhamento de particido de matéria

O acompanhamento de particdo de matéria mostrou oscilagbes que
sugerem a ocorréncia de vérios fendmenos distintos ao longo do periodo de
observacao (figura 13). No periodo de 0 a 10 dias apds semeadura, a massa de
matéria fresca aumenta. Como o mesmo nZo ocorreu com a determinacdo de
massa de materia seca, este aumento de massa deve ser decorrente da
embebi¢gg&o da semente. Em seguida ocorre uma queda nas massas de matéria
fresca e seca até 20 dias apds semeadura, supostamente devido a queda da testa
das sementes. A massa do cotilédone passa, entdo, por um periodo de pouca
alteracéo até 45 dias ap6s semeadura. Somente a partir da germinacéo (35 dias) a
massa do eixo embrionario comega a aumentar, com a concomitante reducdo da
massa dos cotiledones (de 40 a 65 dias apds semeadura). Ao final do processo, a
soma da massa de matéria seca do eixo embriondaric e dos cotilédones

corresponde a apenas 38% da massa de matéria seca da semente quiescente.

Microscopia

Xylidine Ponceau

A coloracao pelo XP mostrou a presenca de corpos protéicos no interior das
celulas (figura 14). Na semente quiescente, estes se apresentaram heterogéneos e
com granulagdes no interior (figura 14A). Apds a embebicio, houve um aumento
no tamanho e uma reducdo no numero de corpos protéicos, que se apresentaram
mais homogéneos (figura 14B). Cerca de 40 dias apds semeadura, as reservas de
proteina ja est@o praticamente esgotadas (figura 14C), enquanto as reservas de
xiloglucano na parede nao apresentam alteracdes aparentes. Durante o periodo de

mobilizagdo das reservas proteicas (até 40 dias apés semeadura), os fiexes

vasculares apresentaram uma intensa reacéo a este corante.
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Massa de matéria fresca relativa
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Figura 13: acompanhamento das massas de matéria fresca (A) e seca (B) dos cotilédones ()
¢ eixo embrionario (8) de H. courbaril. Os dados estdo expressos em massa relativa, ou seja,
a1 massa da semente no momento da coleta ou apos secagem a 80 °C (massa de materia fresca
¢ seca, respectivamente) dividido pela massa inicial da semente quiescente, o que elimina
variacdes decorrentes e diferencas na massa inicial da semente. Cada ponto corresponde a
média de 15 sementes (ou eixos) e as barras indicam o desvio padrio das medidas, exceto nos
pontos onde os desvios sdo pequenos demais para serem mostrados. A seta indica a coleta a
partir da qual a maioria das sementes havia germinado (35 dias). Uma copia deste grafico esta

reproduzida na orelha da dissertagio para referéncias rapidas.
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Figura 14: cortes de cotilédones de H.
courbaril corados pelo XP (420x). Na
semente quiescente (A) podemos observar
corpos protéicos (w) de conteudo
heterogéneo no citoplasma, que apresenta
prolongamentos avancando em direcio aos
campos de perfuragdes primarias(=). Apos
a embebigdo (B), os corpos protéicos
tornam-se maiores, menos nUMerosos e as
granulacdes desaparecem. Apos 40 dias de
semeadura (C), as células do parénquima
cotiledonar praticamente ndo apresentam
corpos protéicos de reserva. Com esta
coloragdo, foi possivel observar o colapso
do oOrgdo senescente (D), com a

desorganizac¢do geral dos tecidos.

Resuliados
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Azul de Toluidina

Também nesta coloragéo foi possivel observar as granulagbes nos corpos
protéicos (Figura 15A). Na parede, apenas a regido mais externa apresentou
reacao para este corante, provavelmente devido &s pectinas da lamela media. As
regides de campos de perfuracdes primarias se apresentaram fortemente coradas,
sugerindo que esta seja uma regido rica em pectina e, portanto, uma regiéo
diferenciada da parede. O polissacarideo da parede de reserva n&o foi corado por
esta técnica, como esperado, pois o xiloglucano é um polissacarideo neutro.

Cerca de 60 dias apds a semeadura, as paredes se apresentam delgadas e
as células ja estdo destituidas de qualquer material de reserva que possa ser
observado pela microscopia 6tica, embora as células preservem o seu formato e o
seu tamanho (figura 15B). Com o passar do tempo, os tecidos se desorganizam
(figura 15C).

Acido periédico - Schiff (P.A.S.)

Nos estagios iniciais da mobilizagdo das reservas, os resultados obtidos
com esia colorac@o nao foram satisfatorios (Figura 16A), havendo, aparentemente,
solubilizac@o do polissacarideo corado, que se difundiu sobre o corte. Cerca de 40
dias apds semeadura, a difusdo de material corado foi menor, embora a parede
celular ainda ndo esteja muito bem definida (figura 16B). Neste estagio foi possivel
observar a existéncia de protuberéncias P.A.S. positivas que se projetavam da
parede em direcéo ao espago intercelular, assim como a presenca de graos de

amido no citoplasma, posteriormente confirmada pela microscopia de polarizagdo.
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Figura 15 cortes de cotiléedones
de H. courbaril corados pelo AT (420
x). Na semente quiescente (A) podemos
observar as granulagdes nos corpos
protéicos (~>) e uma baixa afinidade da
parede de reserva pelo corante. Nas
regides dos campos de perfuragdes
primarias, no entanto, vemos o acamulo
de material acido, possivelmente pectina
(=). Em (B) pode-se ver as células dos
cotilédones apods a mobilizagdo das
reservas (60 dias apds semeadura). As
paredes se apresentam menos espessas,
sendo que a regido dos campos de
perfuracdo primaria continua como uma
regido diferenciada da parede. Quando o
cotilédone esta prestes a cair (), os

tecidos estao completamente

desorganizados.

Resultados
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Figura 16. cortes de cotilédones
de H. courbaril corados pelo método de
P AS. (420x). Em sementes quiescentes
o método ndo se mostrou satisfatorio
(A), devido & solublilizagdio do material
corado que se difundiu sobre o corte.
Ap0s 40 dias de semeadura (B) o método
apresentou resultados melhores, sendo
possivel observar grios de amido no
citoplasma (=) e protuberincias na
parede (=). No detalhe vemos os
grinulos citoplasmaticos em microscopia
de polarizagdo: os granulos  sfo
birrefringentes € apresentam uma cruz
escura tipica de graos de amido. Apos a
mobilizagio do polissacarideo de parede
(C), os grios de amido (=) sdo
degradados ¢ o oOrgdo senescente entra
em colapso com a desorganizacio dos

tecidos (D).

Resultados
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Os graos de amido podem ser observados no interior das celulas ao longo
de todo o processo de degradacéo do xiloglucano de parede (figura 16C). Ao final
do processo de mobilizagdo das reservas, as células dos cotilédones se
degeneram e o tecido se desorganiza (figura 16D), o que ja havia sido observado
com a coloracdo com XP e AT. Neste momento, as células possuem paredes
delgadas (possivelmente apenas a parede primaria, sem o espessamento de

reserva) e sem graos de amido no citoplasma.

Impregnagao com lodo/lodeto de potassio

Este se mostrou ¢ melhor metodo de coloragéo para a visualizaggo de
xilogiucano de reserva. Na semente quiescente, as paredes mostraram uma
coloracéo azul tipica de xiloglucano, enquanto o citoplasma e os corpos proteicos
coram-se em marrom (figura17A). Este método corroborou a observacdo feita com
o método P.A.S. a respeito do surgimento de gréos de amido no cifoplasma por
volta de 40 dias apds semeadura (figura 17B), assim como a redugéo drastica dos
espessamentos da parede por volta de 60 dias ap6s semeadura (figura 17C).

As protuberancias da parede vistas inicialmente pelo método P.A.S. também
foram visualizadas com este método (figura 17B). A cor das protuberancias €

idéntica a do resto da parede, sugerindo a preseng¢a de xiloglucano nestas.

Microscopia Eletrénica de Varredura

Na figura18A, podemos observar uma célula de cotilédone de semente logo
ap6s a embebicdo. A célula apresenta corpos protéicos e paredes espessadas. O
aspecto externo da parede é fibroso e, em corte transversal, a parede de reserva
parece ser formada por camadas. Esta técnica, no entanto, ngo € a mais indicada
para a observacdc da textura dos componentes celulares, devido as diversas
etapas de fixacdo e desidratag&o pelas quais o material passou.

A seqléncia de eventos durante a mobilizagdo das reservas foi analoga a
observada nas coloragbes anteriores. Primeiro os corpos protéicos se tornaram
maiores e menos numerosos (figura 18 A) e, em seguida, ocorre a mobilizacao do
xiloglucano de reserva, com o acimulo de gréos de amido no interior das células e

reducdo da espessura da parede (figura 18B). Apos 60 dias da semeadura, as
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ceélulas apresentaram uma parede delgada e citoplasma pobre em corpusculos
(figura 18C).

A visualizag&o das protuberancias em MEV permitiu compor uma seqiéncia
de eventos que levariam a sua formacéo (figura 19), corroborando o mecanismo de
formacéo segundo Potgieter e Wyk (1992). durante o afastamento das células
(provocado pela acomodacdo do tecido durante a embebigdo ou durante a
degradacédo da parede de reserva), alguns pontos da parede permaneceriam
ligados (figura 19A). Com o aumento da distancia, a coluna formada pela ligacéo
da parede ficaria sob tenséo (figura 19B) e arrebentaria (figura 19C), deixando na

superficie da parede uma protuberancia (figura 19D).

Microscopia de polarizagao

Na microscipia de polarizac&o, os granulos que aparecem no citoplasma
das células do parénquima cotiledonar no periodo de 40 a 60 dias apds a
semeadura apresentaram-se birrefringentes com uma cruz escura no meio. Este
padrao é tipico de grdos de amido (figura 16B). Foi observado, também, o acimulo

de amido nas células da medula do eixoc embrionario (figura 20).
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Figura 17. cortes de
cotitedones de  H.  courbaril
impregnados com lodo/lodeto de
potassio  {420x). Em sementes
quiescentes  (A)  vemos 0o
espessamento  de xiloglucano de
reserva {(em azul) e corpos
protéicos no citoplasma (marrom),
Durante a  mobilizagio  do
polissacarideo  (B)  podemos
observar graos de amdo no
citoplasma (=»). Foram observadas
ainda, protuberancias da parede
que se projetavam no  espago
intercetular (detalhe). Apos 60 dias
de semeadura (C), o espessamento
de xiloglucano praticamente ja
havia sido esgotado e os granulos

de amido ja ndo eram visiveis.
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Figura 18: Microscopia Eletronica
de Varredura de cotilédones de H.
courbaril ao longo do processo de
mobilizacio das reservas. {A) logo apos a
embebicio podemos ver 0s  corpos
protéicos (=) e algumas protuberancias
(*>) no lado externo da parede (P) (B)
ap6s a mobilizagdo dos corpos protéicos,
o citoplasma se apresenta rico em graos de
amido (=) e a parede tem a sua espessura
reduzida. () apdés a mobilizagdo das
reservas, a celula apresenta paredes
delgadas e citoplasma pobre em

corpusculos. Barra =10 um

Resultados
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Figura 19 seqiiéncia proposta para a formagdo das protuberdncias da parede. A
medida que duas células se afastam, alguns pontos da parede permanecem unidos (A). Com o
aumento da distancia entre as células, a ligagdo vai sendo distendida (B) até se romper (C),

deixando uma saliéncia na parede (D).

Figura 20° microscopia de polarizagdo do eixo embrionario. No centro vemos as
paredes birrefringentes dos feixes vasculares (FV), separando o com o cortex {C) da medula
(M) A esquerda podemos observar o acumulo de amido (=), o que ndo ocorre nas celulas

do cortex (32x)
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Extracdao e analise de carboidratos de baixo peso

molecular

Extracao de carboidratos

A quantificagdo de carboidratos extraiveis de cada cotilédone mostrou
oscilagbes inesperadas, tanto na fracdo soluvel em etanol, guanto na fracdo
solivel em agua.

Na fracéo soldvel em etanol (figura 21), a concentracdo de agucar redutor
foi cerca de 1000 vezes inferior & de agucar total. A quantidade de agucar total
extraivel de um cotilédone com etano! 80% mostrou uma tendéncia geral de queda
ao longo do processo de mobilizagdo das reservas, havendo um ligeiro aumento
em torno de 30 dias apds semeadura. As amostras de carboidratos com 0 e 5 dias
apos semeadura foram obtidas por um processo distinto das demais, devido a
impossibilidade de separar a testa do resto da semente neste periodo, por isso,
serdo desconsiderados aqui os dados a respeito desies extratos. Apds o aumento
de 30 dias, a quantidade de acgucar presente nesta fracdo caiu gradativamente,
porém de modo mais acentuado que antes de 30 dias.

Na estimativa de carboidrato extraivel com agua também foram observados
dois picos: em 5 e em 40 dias apos semeadura (figura 22). Cerca de 30 dias apos
semeadura, ocorreu um aumento de carboidrato soluvel em agua, sendoc 0 maximo
de extracdo 40 dias apds semeadura, seguido de uma queda no carboidrato
solivel em agua no cotilédone. A estimativa de carboidrato extraivel de um
cotilédone com KOH (apés a extragdo com agua) também cai 40 dias apéds
semeadura, acompanhando a queda de carboidrato exiraivel que ocorre no

material extraivel em agua.
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Figura 21: estimativa da massa de carboidrato total (em mg-4) e redutor {(em ng-Bi)
extraivel de cada cotilédone de H. courbaril com etanol 80% (em equivalentes de glucose).
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Figura 22: estimativa de carboidrato total extraivel de um cotilédone com agua (@),

KOH 4M (#) ¢ a soma das duas (&) ao longo do processo de mobilizagdo das reservas.
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Cromatografia em camada delgada

A analise dos aclUcares presentes na fracdo soluvel em etanol por
cromatografia em camada delgada mostrou a presenga de oligossacarideos da
série rafindsica até 15 dias apés semeadura (figura 23). A partir deste momento, o

Unico oligossacarideo detectado foi a sacarose.

Analise por cromatografia liquida de alta performance

A analise por cromatografia liquida de alta performance da fragdo de
acticares soluveis em etanol confirmou a presenca de oligossacarideos da série
rafinésica (rafinose e estaquiose), assim como a sua queda nos primeiros dias
ap6s semeadura (figura 24). A queda da estaquiose foi mais acentuada do que a
da rafinose. A sacarose foi o carboidrato mais encontrado em todas as fragdes ate
40 dias ap6s semeadura. Apds este periodo, ocorreu um aumento brusco nos
teores de glucose e frutose, sendo a glucose o principal carboidrato presente nas
fragbes de material solivel em etanol a partir de 40 dias apés semeadura, mesmo
havendo um declinio na sua quantidade a partir do aumento em 45 dias. Apesar de
outros monossacarideos terem sido identificados (galactose e arabinose, por
exemplo), suas concentragbes ficaram muito abaixo das concentragbes de
sacarose, glucose e frutose, e n&o variaram ao longo do processo de mobilizag@o
das reservas de carboidratos da série rafinésica e xiloglucano. - N

Na figura 25, s&o apresentados 3 cromatogramas obtidos por HPAEC-PAD
utilizando o programa para andlise de monossacarideos. Podemos ver a mudanga

nas propoergdes entre os picos, com o aumento da proporgao de glucose e frutose,

assim como a queda da sacarose.
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Figura 23: analise por cromatografia em camada delgada dos oligossacarideos
presentes na fragdo soluvel em etanol em cotilédones de H. courbaril. O padrio aplicado em
ambos os lados da placa (P) continha frutose (F), sacarose (S), rafinose (R) e estaquiose (E)
(10 pg de cada). A massa de carboidrato aplicada foi equivalente a uma porcentagem
constante do que sena extraido de um cotilédone (0.0118%).
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Figura 24° proporgio entre 0s agucares presentes na fracdo solivel em etanol extraida
de cotilédones de H. courbaril obtidas por HPAEC-PAD. Como os dois programas
separaram a sacarose, este dissacarideo foi utilizado como um padrio interno, possibilitando
a inser¢ao na mesma figura de dados obuidos a partir de programas diferentes. Cada ponto do
grafico corresponde a média de 3 cromatogramas. As areas de cada pico foram corrigidas de
acordo com a senstbilidade do detector para cada acicar
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Figura 25: analise por HPAEC-
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Dosagem das atividades enzimaticas

No primeirc experimento, as enzimas envolvidas na degradagdo do
xiloglucano de reserva mostraram um aumento de atividade por cotilédone no
periodo entre 35 e 45 dias. No entanto, os picos de atividade nao se apresentaram
muitc bem definidos. A dosagem de atividade de B-galactosidase mostrou ©
mesmo perfil em pH 3,4 e 50, havendo apenas uma reducdo da atividade nos
ensaios feitos em pH 5,0. Na figura 26 esta mostrada apenas a atividade em pH
3,5, Para que pudéssemos obter um perfil mais preciso da atividade enzimatica no
periodo de mobilizag&o do xiloglucano, foi realizado um segundo experimento com
um maior numero de cotilédones (3 amostras de 5 cotilédones) menor intervalo
entre as coletas (a cada 3 dias) (figura 26). Contudo, mesmo nessas condicdes
nao foi possivel melhorar a resolugdo dos picos(figura 26). O desvio padréo das
atividades no cotilédone sugerem uma grande heterogeneidade na amostra, o que
é comum ocorrer em espécies nativas (Silva et al., 1997). A ndo deteccao de
atividade de “endo- hidrolases” nos exiratos anteriores a 50 dias apds semeadura
(figura 26B), pode ser devida & diluicdo feita para reduzir a viscosidade dos
extratos, ou seia, os extratos poderiam estar muito diluidos (€ importante fembrar
que ensaios cujo tempo de escoamento ndo diminuiu pelo menos a metade em 30

minutos, foram considerados sem atividade).
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Figura 26: atividade enzimaética detectada em extrato bruto de cotilédones de H.
courbaril. A- atividade de B-glucosidase. B- atividade de endo-transglicosilase (expressa em
unidades arbitrarias por cotilédones- ver materiais e métodos para detalhes), medida na
presenga ¢ auséncia de oligossacarideos. C- a-xilosidase. D- atividade de B-galactosidase em
pH 3,5. Os pontos em vermelho se referem as atividades obtidas no primeiro experimento (0

a 75 dias), enquanto os pontos verdes sio as médias das dosagens do segundo experimento

(35 a 50 dias), com o desvio padrio da atividade indicado. As setas indicam a coleta a partir

da qual a maioria das sementes havia germinado.

A dosagem de proteina soltvel no extrato enzimatico mostrou uma gueda no
teor de proteinas ao longo do processo de mobilizagdo das reservas, havendo
apenas um aumento 35 dias apés semeadura, seguido de uma queda acentuada
até 50 dias apos semeadura (figura 27). E importante notar que os dados
apresentados na figura 27 s&o referentes as proteinas sollveis nas condicdes do

ensaio. Nos primeiros extratos foi possivel observar a presenca de um precipitado
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azul no eppendorf apds a adi¢do dos reagentes para a dosagem de proteinas,
indicando a presenca de uma populacgio de proteinas insoluveis nas condigbes do
ensaio.

A partir das dosagens de proteina nos extratos enzimaticos, foi possivel
calcular a atividade especifica dos mesmos (figura 28). Exceto pela a-xilosidase
(cuja atividade comegou a aumentar a partir de 15 dias), ocorreu um aumento da
atividade especifica das enzimas envolvidas na mobilizagdo do xiloglucano entre
40 e 50 dias.

A heterogeneidade do comportamento do cotilédone quanto a mobilizagao
das reservas pdde ser constatada também por microscopia fotonica (figuras 29 e
30). Regides adjacentes no cotilédone podem estar em estagios bastante distintos
de mobilizagdo dos corpos protéicos (figura 29A), sendo a transigdo de um estagio
para o outro bastante brusca (figura 298). O mesmo pode ser observado durante a
mobilizac@o das reservas de xiloglucano (figura 30), onde a degradacéo deste e ©
aparecimento dos gréos de amido ocorreu sempre a partir da periferia dos vasos

para o resto do parénquima.

gotilédones
& )

pin soltvel
<

0 10 20 30 40 50 60 70 80
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Figura 27: dosagem de proteinas solaveis nos extratos enzimaticos. Os pontos verdes
correspondem as dosagens de proteina do primeiro experimento e os pontos azuis as do
segundo. As barras indicam o desvio padrac da quantidade de proteinas nos 3 extratos. A
seta assinala a coleta a partir da qual a maioria das sementes havia germinado.
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Figura 28 atividade especifica de B-glucosidase (A, 1 unidade= Imol glucose. min™),
“endo-glucanase” (B, em unidades arbitrarias), a-xilosidase (C,1 unidade= lpug xiLhora™) e
B-galactosidase em pH 3.5 (D,1 unidade= Ipmol galactose.min”) em cotilédones de H.
courbaril. Os dados em vermeiho correspondem as dosagens do primeiro experimento, € 0s
verdes se referem ao segundo. A linha continua foi ajustada apenas aos pontos do primeiro
experimento. A seta corresponde ao ponto a partir do qual a maioria das sementes havia

germinado. Os eixos da direita (graficos de atividade de B-glucosidase e a-xilosidase)

referem-se as dosagens do segundo experimento.
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Figura 29: mobilizagio de proteinas de reserva ao longo do cotilédone. Em  (A)
vemos que este processo ocorreu de forma heterogénea no orgao (105x). Em (B) vemos
células adjacentes em estagios bastante distintos de mobilizagdo das reservas protéicas
(420x). Compare as células vistas neste campo com a figura 14 Coloragdo com XP.

Figura 30: mobilizagdo do xiloglucano. Esta também procedeu de forma heterogénea
ao longo do orgao. Em (A) pode-se ver que a mobilizagdo comega a partir dos vasos. Em um
mesmo campo, podemos observar células com citoplasma rico em graos de amido (=) e
paredes menos espessas proximas aos vasos e células cujo material de parede ainda se
difunde durante a colora¢do (comparar com as figuras 16A, B e C)(105x). Este padrio pode
ser observado ao longo de toda a mobilizagio do polissacarideo. Em B temos um estagio
mais avangado de mobilizagdo que comega nas células proximas aos vasos e segue a partir
destes por todo o parénquima (33,6x). Material corado por P A S,
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Analise do polissacarideo

Hidrolise acida

Os principais monossacarideos obtidos por hidrélise do material soluvel em
agua e analisados por HPAEC-PAD foram glucose, xilose e galactose (figura 31).
A proporcéo entre estes monossacarideos na semente quiescente foi 4,0: 3,2: 1,2
0.2 (glc: xil: gal: ara). No material extraido com alcali, foi detectada uma
quantidade relativamente alta de arabinose, sendo a proporgdo de
monossacarideos nesta fracdo igual a 4,0: 3,2: 1,2: 0,7 (glc: xil: gal: ara) (tabela 1).
A partir de 50 dias apds semeadura, a proporgéo de arabinose aumentou na fracéo

extraida com agua até proporgdes proximas as encontradas na fracdo de
polissacarideos extraidos com aicali.

Analise dos oligossacarideos

As proporcdes entre 0s picos de oligossacarideos produzidos por digestao
do xiloglucano extraido com agua variaram nos primeiros dias apbs a semeadura
(figura 32). A falta de oligossacarideos purificados para a corre¢céo da area dos
picos de acordo com a sensibilidade do detector, assim como a presenga de picos

ndo identificados, impossibilitou analises quantitativas dos picos.
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Figura 31: exemplos de cromatogramas obtidos por analise por HPAEC-PAD dos

monossacarideos gerados pela hidrolise acida do material extraido dos cotilédones com agua

(A e C) e alcali (B e D). No material extraido com alcali apos a extragdo com agua, pode-se

observar uma maior proporgédo de arabinose (ara), enquanto no material extraido com agua, o

pico de arabinose aumentou ao final do processo de mobilizagdo das reservas.
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Tabela 1: propor¢do entre os monossacarideos obtidos por hidrolise acida do material solavel
em agua e em alcali. As areas dos picos de cada monossacarideo foram corrigidas de acordo
com a diferenca de sensibilidade do detetor para cada agiicar. Cada ponto representa a média

de 2 cromatogramas.

Dias
0 30 45 75
Agua | arabinose 0,2 0,2 0,3 1,1
galactose 1.2 0,9 1,1 1,2
ghlucose 4.0 4.0 4,0 4,0
xilose 32 2.9 3.3 3.0
Alcali | arabinose 0,7 0,7 1,1 1,4
galactose 1,2 0.9 1,0 1,1
glucose 4,0 4,0 4,0 4,0
xilose 3,2 2.9 3,0 3.3
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Figura 32: alteragdo nas proporg¢des entre os oligossacarideos de xiloglucano obtidos
por digestdo com celulase antes do periodo de mobilizagio deste polissacarideo para o eixo
embrionario. Os picos conhecidos foram denominados de acordo com a nomenclatura atual

(Fry et al. , 1995).
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Discussao

Compostos de reserva em sementes de H. courbaril

Através das técnicas utilizadas neste trabalho foi possivel verificar a
existéncia de varios tipos de reservas nos cotilédones de Hymenaea courbaril. Foi
comprovada a ocorréncia de corpos protéicos de reserva, de oligossacarideos da
série rafindsica (rafinose e estaquiose) e confirmada a ocorréncia de xiloglucano ja
constatada por Kooiman (1960).

A ocorréncia de granulos nos corpos protéicos sugere a existéncia de pelo
menes outra reserva. Inclusbes em corpos protéicos ja foram observadas
anteriormente (Bewley e Black, 1978), consistindo, possivelmente, de cristais de
fitina (mio-inositol hexafosfato), sendo uma importante reserva de fosfato e outros
ions ligados {calcio, magnésio, etc.). Neste trabalho n&o foram feitos experimentos
para esclarecer a natureza precisa destas granulagdes.

Com os dados obtidos sobre o metabolismo das reservas presentes em
cotilédones de H. courbaril, foi possivel montar um esquema a respeito da ordem
em gue as reservas sdo mobilizadas (figura 33). Os corpos protéicos apresentaram
alteracdes desde a embebicdo até 40 dias apds semeadura, sendo ©
desaparecimento das granulagbes a primeira alteragdo nos cotilédones a ser
percebida por microscopia 6tica, 0 que leva a crer que a fitina seja uma das
primeiras reservas a ser metabolizada pelas células do parénquima cotiledonar,
junto com os oligossacarideos da série rafindsica.

O fato de os elementos de vasos apresentarem uma forte colorac@o para o
XP, sugere que as reservas protéicas sejam mobilizadas na forma de peptideos, e
ndo de aminoacidos, pois estes Uultimos sdo perdidos (solubilizados) no
processamento dos cotilédones para a microscopia. De fato, varios autores
acreditam qgue a protedlise limitada destas proteinas exer¢ca um importante papel
tanto na compactag&o das proteinas para a formagéo dos corpos protéicos quanto
na mobilizacdo para o eixo embrionario (Gayler et al., 1989; Cortelazzo e Vidal,
1991: Mlntz, 1996).
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Figura 33: seqiiéncia proposta para a mobilizacio das reservas observadas em
cotilédones de Hymenaea courbaril. O gréﬁc_:o acima € idéntico ao da figura 13. A seta indica
.a. coleta a partir da qual a maioria das sementes havia germinado. Os desenhos abaixo do
grafico correspondem a quantidade estimada de cada uma das reservas detectadas nos
cotilédones. A barra indica o periodo de queda da testa. O momento exato em que 0s eventos

ocorrem ndo pode ser determinado com precisio devido ao grande desvio padrio das

amostras.

As dosagens de proteinas solUveis nos cotilédones mostram uma gueda em
seus teores. Esta queda, no entanto, ndc deve ser considerada como
quantificagao dos teores de proteinas de reservas, pois nem todas sdo sollveis
nas condigdes do ensaio, 0 que pbdde ser facilmente verificado devido ao

aparecimento de precipitados intensamente corados nos momentos iniciais da
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mobilizag@o. As diferengas na solubilidade séo evidentes quando lembramos que o
critério de classificacdo das proteinas de reserva (estabelecido por Osborne em
1924) & justamente a solubilidade em diversas condigfes: soliveis em agua
(albuminas), sollveis em solucéo salina (globulinas), solliveis em misturas de agua
e alcool (prolaminas) e sollveis em alcali ou acidos diluidos (glutelinas).

Logo apos a germinagéo, € iniciada uma mobilizago macica do xiloglucano
de reserva. O periodo de mobilizacdo de 40 a 60 dias apds semeadura pdde ser
delimitado pela redugéo do espessamento da parede visto por microscopia, mas
foi também corroborado por diversas evidéncias : (1) a brusca reducdo da massa
dos cotilédones e aumento da massa do eixo embrionario, (2) o aumento da
atividade das enzimas de degradacdo de xiloglucano, (3) acimulo de amido no
interior da célula neste periodo, uma forte evidéncia de aumento de carboidrato no
interior da celula, provaveimente proveniente da degradagio do polissacarideo na
parede e (4) redugéo do carboidrato extraivel com agua dos cotilédones.

Apods a mobilizagio das reservas, o cotilédone entra em um processo de
senescéncia onde suas seus tecidos se desorganizam até sua queda. Nas
condigbes em gque este experimento foi conduzido, este periodo durou cerca de 15
dias, o que sugere a existéncia, em cotilédones de Hymenaea courbaril, de uma
fase pos mobilizagdo em que o 6rgdo permanece ligado ao eixo embriondrio,
assim como descrito por Reis e colaboradores (1987) para cotilédones de
Tamarindus indica.

Este periodo de aparente laténcia das células cotiledonares pode ser uma
estratégia para evitar a queda dos cotilédones antes da mobilizacdo de todo o
xiloglucano disponivel. Uma vez que a mobilizagdo ocorre a partir dos feixes
vasculares, as células proximas a estes ndo podem degenerar imediatamente apés
exaurirem suas reservas, pois isso criaria uma camada de células mortas entre os
vasos e as células do parénquima cujas reservas ainda estdo sendo mobilizadas,
dificultando o transporte para o eixo embriondrio. Esta aparente laténcia poderia,
portanto, ser vista como um periodo necessario ac melhor aproveitamento das
reservas disponiveis nos cotilédones.

E importante lembrar que os tempos citados acima para a ocorréncia de
cada um dos processos sao apenas estimativas. Diante da grande variabilidade

nas dosagens de atividade enzimatica e do fato de a mobilizacdo das reservas néo
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ocorrer de forma homogénea ao longo dos cotilédones, nio é possivel definir
momentos exatos para a ocorréncia da mobilizac&o de cada tipo de reserva.

A presencga de xiloglucano nas protuberancias da parede vai contra as
observagbes anteriores a respeito da composi¢éo destas. Protuberancias
semelhantes (observadas em sementes, folhas, frutos, calos, entre outros) tém
sido descritas como sendo constituidas de pectina (Potgieter e van Wyk, 1992}, e,
embora sua ocorréncia seja ampla, n&o ha nenhuma funcdo conhecida descrita na
literatura. A partir das imagens obtidas por MEV, foi possivel reconstruir a
sequéncia proposta para a sua formacdo. Ja em 1980, Carr e colaboradores
sugeriram gue tais saliéncias na parede seriam geradas durante o afastamento
das celulas, quando regifes da lamela média permaneceriam ligadas, gerando
‘pontes de pecting’ entre as células. A existéncia de xiloglucano nas
protuberancias, indica que parte da parede primaria (ou até mesmo a de reserva)
de celulas adjacentes estdo em contato. De fato, as observacées em MEV
apontam para a existéncia de peio menos duas camadas formando a trabécula
recém rompida. A estrutura destas em H. courbaril, portanto, parece ser bem mais
complexa do que se supde.

O aumento da arabinose no polissacarideo extraido com agua ao longo da
mobilizac&o das reservas sugere a existéncia de subpopulacdes de xiloglucano na
parede. Lima e colaboradores (1993) j& haviam observado a presenca de uma alta
proporcao de arabinose na fragdo extraida com NaOH de cotilédones de
Hymenaea courbaril, mas atribuiram isso a uma contaminag&o com arabinano.
Uma explicag@o alternativa seria a existéncia de arabinose ligada diretamente ao
xiloglucano, como descrito por Hisamatsu e colaboradores (1992). Se as enzimas
de degradagéo de xiloglucano possuirem maior afinidade pelo polissacarideo
pobre em arabinose (ou por partes do polissacarideo pobres em arabinose),
havera um enriquecimento gradual de arabinose ao longo da degradacdc do
polissacarideo. Esta fragdo de xiloglucano rica em arabinose estaria mais
firmemente fixada a parede, o que explicaria a necessidade de extracdo com alcali
para solubiliza-la. Sendo o xiloglucano um importante componente da parede
primaria das células, sua mobilizagao completa e inespecifica levaria,

possivelmente, ao colapso da estrutura. Fica clara, entdo, a necessidade de
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limitagdo da degradacdo desse polimero, uma vez que o xiloglucano “estrutural”
deve permanecer, ao menos na parede primaria.

Na figura 13, podemos ver que o periodo de maior queda na massa do
cotilédones  corresponde ao periodo de mobilizagdo do xiloglucano.
Simultaneamente, ocorre um aumento na massa do eixo embrionario, o que sugere
uma intensa translocag¢ao de reserva para este local. Podemos afirmar, com base
nestes dados, que o xiloglucano é a reserva mais importante nos cotilédones de H.

courbaril, a0 menos em termos quantitativos.

Mobilizagdo do xiloglucano de reserva

Mecanismo de degradacéao

No caso do xiloglucano, a degradacgéo total deste requer a agéo de pelo
menos 3 enzimas hidroliticas : p-galactosidase, a-xilosidase e pB-glucanase.
Embora a endo-B-glucanase n&o seja estritamente necessaria, a disponibilidade
de terminais ndo redutores onde as 3 exo-enzimas possam atuar deve ser muito
baixa. Sem a agdo de uma endo-enzima sobre o polissacarideo, portanto, sua
degradacédo seria muito lenta e ineficiente.

O aumento de atividade destas enzimas no cotilédone néo foi simultaneo. A
primeira enzima a aumentar de atividade foi a a-xilosidase (em torno de15 dias
- apbds semeadura), seguida pela B-glucosidase e a B-galactosidase (cuja atividade
aumenta a partir de 35 dias, embora haja atividade desde a embebic&o), e por
ultimo foi detectado aumento da endo-glucanase (55 dias apds semeadura). A
presenca de atividade de B-glucosidase e 3-galactosidase nos extratos dos tempos
iniciais poderia explicar as alteragbes nas proporgbes entre os cligossacarideocs
constituintes do xiloglucano. Tal alteracdo sugere modificacbes no xilogiucano
antes da degradacao que ocorre aos 45 dias apds semeadura. Modificagdes no
xiloglucano poderiam alterar ndo apenas suas propriedades mecanicas, como
também alterar a afinidade da XET pelo substrato. Altera¢des no xiloglucano apds
a sua sintese pelas enzimas da parede ja foram descritas antes, embora as

funcdes destas alteracdes nao estejam claras ( Thompson e Fry, 1997)
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A necessidade de oligossacarideos para a deteccéo de atividade de endo-§3-
glucanase sugere que, na realidade, o sistema de degradacéo do xiloglucano de
reserva ndo possua uma endo-enzima verdadeira, e sim uma xiloglucano endo-
transglicolase (XET), como nas sementes de 7. majus (Fanutti et al., 1993). Neste
caso, a enzima ndo e capaz de gerar novos terminais n&o redutores no
polissacarideo, mas apenas remodelad-lo na parede. Para que fragmentos de
polissacarideos sejam liberados da parede, ao menos uma das seguintes
condicbes deve ser satisfeita: pode ocorrer hidrélise lenta do polissacarideo em
baixas concentracdes de oligossacarideos (como descrito por Fanutti et al., 1593)
efou ha alguma fonte de oligossacarideos gque possibilita a liberagao do
polissacarideo da parede (figura 34). Independente do mecanismo de liberacao

dos fragmentos de xiloglucano, estes devem ser degradados pelas exo-enzimas

apos a sua liberaggo.

Figura 34: modelo de degradagio do xiloglucano (linhas azuis) baseado na agdo da
XET na presenca de oligossacarideos (em vermetho). A enzima poderia transfenir grandes
fragmentos do polissacarideos para oligossacarideos livres, por transglicosilagio, sem que

fossem gerados novos terminais redutores (circulos vermelhos).

O modelc de degradac&o através de transglicosilagdo leva a um consumo
exponencial de oligossacarideos. Para cada novo terminal néo redutor gerado no
polissacarideo, a XET requer um oligossacarideo. Na primeira “hidrdlise” ha a

necessidade de um oligossacarideo. Para a “hidrdlise” dos dois fragmentos
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gerados na primeira reagdo, seriam necessarios dois oligossacarideos, e assim

sucessivamente, como ilustrado no esquema a seguir:

Se este modelo for verdadeiro, teremos dois sistemas paralelos de
degradacio de oligossacarideos: as exo-hidrolases e a XET, ambos utilizando
oligossacarideos como substrato. Para manter o sistema em funcionamerito,
portanto, seria necessaria uma fonte de oligossacarideos.

Uma possivel fonte pode ser fornecida pela presenga de uma celulase
verdadeira em baixas concentragdes na parede, o que justificaria a atividade
detectada em baixas concentracdes de oligossacarideos. Por outro lado, a
atividades celulolitica detectada poderia ser devido a existéncia de
oligossacarideos enddgenos no extrato, uma vez que estes uitimos ndo foram
dialisados.

Uma outra possibilidade seria a sintese de oligossacarideos pela propria
célula. Ao longo da deposigdo de xiloglucano (durante a maturag&do da semente) o
sistema biossintético estaria voltado para a biossintese do polissacarideo. Apos a
germinago, haveria uma modificagdo no metabolismo celular para a geragao de
oligossacarideos durante a degradacéo do polissacarideo. Em ultima analise, a
producéo dos oligossacarideos controlaria a taxa de degradagdo do xilogtucano,
uma vez que, sem os oligossacarideos. ndo haveria a liberacdo dos fragmentos de
polissacarideo da parede. A vantagem disso seria gue o controle da degradacéo

do polissacarideo estaria dentro da celuia, onde os mecanismos de controle do
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metabolismo s&c precisos. Isto possibilitaria, ainda, uma maior integragéo do
metabolismo intracelular com o metabolismo da parede.

Este modelo requer o transporte dos oligossacarideos atraves do espago
periplasmatico, onde estariam as exo-hidrolases. Uma forma de impedir a acéo da
a-xilosidase e B-glucosidase sobre os oligossacarideos antes que estes sejam
utilizados pela XET seria através do controle da atividade da p-galactosidase. Sem
a hidrolise prévia dos oligossacarideos por esta enzima, a o-xilosidase e a B-
glucosidase, ndo poderiam atuar ou atuariam parcialmente sobre o0s
oligossacarideos. O fato de a B-galactosidase apresentar um pH otimo bastante
distinto do pH 6étimo das demais enzimas sugere que a degradagdo dos
oligossacarideos é um processo mais complexo do que se supunha inicialmente. A
modulacdo do metabolismo de polissacarideos da parede através do pH nao e
uma nogdo nova, sendo este um dos possiveis mecanismos de agdo da auxina
(Salisbury e Ross, 1992). Ricard e Noat (1986) sugeriram um modelo de controle
do crescimento celular baseado principalmente no controle da degradag&o dos
polimeros de parede primaria atraves pelo pH.

O isolamento de uma B-galactosidase de Copaifera lagsdorffi com agao
sobre galactoses em algumas posigcdes especificas do polissacarideo (Alcantara et
al., submetido a publicacgéo) levanta a possibilidade da existéncia de mecanismos
sofisticados de degradacdo. Alcantara (1995) sugere que a B-galactosidase pode
controlar a degradacéo dos oligossacarideos de xiloglucano de cotilédones de C.
langsdorffii, sendo a atividade desta enzima capaz de modular a meia vida dos
oligossacarideos no espaco periplasmatico.

A saturacéo do sistema de transporte de sacarose para o eixo embrionario
também traz implicagdes no mecanismo de degradacdo do xiloglucano de reserva.
Se todas as células do parénguima cotiledonar comecassem a degradacgao do
polissacarideo ao mesmo tempo, haveria um aumento brusco na quantidade de
sacarose a ser transportada. O fato de a degradacdo comecar a partir dos vasos e
nao ocorrer em todas as células do cotilédone simultaneamente pode ser um
mecanismo para minimizar a saturagdo do sistema de transporte de carboidratos,
uma vez que apenas algumas células estariam produzindo sacarose em um dado

momento, enquanto as demais estariam em um outro estagio da degradagao. As
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etapas da degradaco das reservas seguem um padrdo espacial (a partir dos
vasos), assim como um padr&o temporal (a partir da embebic&o).

Como, em um dado momento, ha células em diferentes estagios de
degradagao das reservas, devemos obter um platd de atividade enzimatica neste
periodo e N&o um pico bem definido. Podemos observar que, de fato, a atividade
enzimatica por cotiledone permanece alta por um longo periodo, sem aumentos

muito bem definidos.

A origem do sistema de degradacao: transferéncia de
funcoes?

Segundo Buckeridge e Reid (1996), alguns polissacarideos de parede
acumulados nas sementes poderiam ser moléculas multifuncionais. Estes teriam
inicialmente uma funcdo estrutural e poderiam assumir, ao longo da evolugéo,
outras funcdes. Por esta teoria, se um polissacarideo possui inicialmente uma
funcdo principal e uma outra secundaria (que pode inclusive ser uma propriedade
fortuita), essa ultima poderia tornar-se cada vez mais relevante ao longo da linha
evolutiva que levou & espécie atual, podendo, inclusive, vir a se tornar a funcgéo
mais importante polimero.

Esta teoria, chamada de transferéncia de funcbes, poderia explicar a
possivel origem do sistema de biossintese e de degradacdo do xiloglucano de
reserva. Como todas as celulas da planta, as celulas do parénquima cotiledonar
possuem xiloglucano em sua parede. Ao longo da evolucéo, tais células poderiam
aumentar a deposic&o deste polissacarideo na parede durante a maturacdc da
semente e a taxa de degradacioc durante o estabelecimento da plantula, o que
acabaria gerando o sistema existente atualmente em H. courbari e outras
sementes de Leguminosae e Tropaeolaceae. Como as celulas ja possuiriam tanto
os sistemas de biossintese quanto os de degradacdo do polissacarideo, nenhum
dos passos citados representaria um grande salto metabdlico, mas apenas
mudancas graduais nas velocidades de algumas vias metabdlicas.

O metabolismo de biossintese e de degradagdo do xilogiucano de reserva

pode ter sido ‘importado” do metabolismo de parede primaria. No caso do
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metabolismo do xiloglucano de reserva de H. courbaril, esta transferéncia teria sido
completa, trazendo da parede primaria toda a sua complexidade (degradacéo via

XET) e mecanismos de regulacdo {(controle da degradacgéo via pH).

Transporte dos carboidratos durante a degradacao do

xilogiucano

Segundo Van Bel (1983) existem dois mecanismos principais de
carregamento do floema: simplastico e apoplastico. No carregamento apoplastico,
a sacarose & internalizada no floema por simporte com protons, enguanto no
carregamento simplastico as células companheiras do floema recebem a sacarose
via plasmodesmata e promovem sua galactosilagdo, gerando rafinose e impedindo
o seu reforno para o parénquima. Neste Ultimo caso, o exudato do floema costuma
ser rico em rafinose (20 a 80% do acucar total), enquanio no transporte
apoplastico, a sacarose & praticamente o Unico oligossacarideo encontrado no
exudato do floema. Estas diferengas no mecanismo de carregamento do floema
possuem profundas implicagdes fisiolégicas e anatdmicas. Embora seja possivel
haver um mecanismo misto de carregamento do floema, a auséncia de outros
oligossacarideos em cofilédones de H. courbaril aléem da sacarose durante a
mobilizaco do xiloglucano de reserva leva a crer que o transporte de carboidratos
para o eixo embrionario seja feito via sacarose.

O acumulo de amido no interior das células do parénquima e a formacéo de
sacarose suportam a teoria de que o0s monossacarideos provenientes da
degradacéo do polissacarideo de reserva sejam internalizados pela célula. N&o se
conhece o mecanismo de absorcdo destes agucares, mas acredita-se que a
entrada na celula seja feita na forma de monossacarideos, € n&o de
oligossacarideos {Buckeridge e Reid, 1996).

Tal acumulo de amido no interior da celula poderia funcionar como um
“tampdo” de carboidrato, evitando © aumento excessivo da concentracdo
citoplasmatica de monossacarideos durante a entrada dos agucares provenientes
da degradagdo do polissacaridec de reserva. O excesso de monossacarideos
livres no citoplasma pode ser prejudicial & célula em pelo menos duas formas: por

gerar um alto potencial redutor, que pode levar a glicosilagdo inespecifica de
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componentes celulares e; por reduzir o potencial hidrico intracelular, uma vez que
estas moléculas séo exiremamente hidrofilicas. A biossintese de polissacarideos
como meio de armazenas carboidratos em uma forma “osmoticamente inerte” ja foi
citada por Lozovaya e colaboradores (1896) como um elemento importante na
evolugdo de vias metabdlicas.

A formacao de sacarose seria a solucdo para o primeiro problema, mas, se
lembrarmos gue a capacidade de exportacdo da célula j& esta saturada (caso
contrario n&o haveria acumulo de carboidrato no interior da célula), o segundo
problema vai apenas ser transferido para o dissacarideo. O desvio de carboidrato
para a biossintese de amido poderia liberar a dgua da camada de hidratacdo dos
monossacarideos, pois ao formar amido, as moleculas de glucose provavelmente
liberam parte de sua agua de solvatacio. Ao final da degradacéo do xiloglucano, a
redugéo de entrada de agucar na célula possibilitaria a inverséo da via metabdlica
no sentido de degradacgéo do amido para a sintese de sacarose e transporte para
o eixo embrionario.

Como em todas as reacgBes quimicas, cada reacgdo representaria uma perda
de energia. Deste ponto de vista, a sintese e posterior degradacdo do amido
representaria uma perda significativa de energia. Talvez este excesso de
interconversdes de carboidratos seja o motivo pelo qual a soma das massas de
matéria seca dos cotilédones e do eixo embrionario ao final da mobilizacdo das
reservas corresponda a apenas 40% da massa de matéria seca inicial da semente.
Apesar de podermos atribuir boa parte da perda de massa a queda dos
cotilédones {cerca de 25% da massa de matéria fresca da semente), 0 consumo de
cerca de 35% da massa inicial sugere uma alta taxa respiratoria nos cotilédones.

Um processo semelhante foi observado por Hoth e colaboradores (1986)
durante a deposicdo do xiloglucano em sementes de 7. majus. O processo de
deposicdo observado por estes autores deve ser o oposto ao de degradacdo em
H. courbaril, uma vez que ocorre deposicdo de amido transitorio no interior das
células (possivelmente devido & incapacidade do sistema de biossintese de
incorporar a parede todo o carboidrato que esta sendo importado pela célula), e o
rendimento de xiloglucano produzido a partir do amido também ser baixo (apenas
cerca de 50% do amido depositado é convertido a xiloglucano). O aparecimento de

marcacdo radioativa no amido quando o cotiledone é exposto a xilose marcada
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sugere uma complexa passagem do monossacarideo por vias metabdlicas antes
da sua incorporacdo ao polissacarideo, tal como ocorre com a xilose oriunda do
xiloglucano de reserva antes de ser convertida a sacarose e translocada para o
eixo embrionario.

A biossintese de amido no eixo embricnaric poderia ser uma forma de evitar
o acumulo de sacarcse neste, o que poderia dificultar a importacéo da sacarose
proveniente dos cotilédones. Com isso, mesmo que © eixo embrionario nac seja
capaz de utilizar toda a sacarcse que estd sendo sintetizada nos cotilédones, ele €
capaz de manter o gradiente de concentracio (e, em ultima analise, a capacidade
de drenar a sacarose), armazenando o carbono para uso posterior.

Um modelo de degradacdo e transporte dos carboidratos derivados do
xiloglucano de reserva pode ser sugerido a partir dos dados obtidos neste trabalho
(figura 35). Uma vez iniciado o processo de degradag@o do poiissacarideo, os
monossacarideos provenientes da parede seriam internalizados pela célula do
parénquima cotiledonar e formariam um “pool” de monossacarideos com varios
destinos possiveis: (1) sintese de sacarose para o transporte dos carboidratos
para o eixo embrionario; (2) sintese de oligossacarideos para possibilitar a
degradacéc do polissacarideo da parede ; (3) biossintese de amido e; (4) uso
como fonte de energia e carbono pela propria célula cotiledonar.

A biossintese de sacarose seria limitada pela capacidade dos vasos de
transportar o dissacarideo, pois o aumento na sintese de sacarose em um
momento em gue os vasos j& estdo com sua capacidade de transporte saturada
levaria ao aumento da concentracdo de sacarose nos cotilédones. O contrele da
biossintese de oligossacarideos estaria bastante integrado ao resic do
metabolismo infracelular e sob intensa regulacdo, visto que, o aumenic desta via
levaria & degradacdo descontrolada do polissacarideo da parede e,
consequentemente, ao aumento da concentracdo intracelular de monossacarideos.
A biossiniese de amido poderia absorver o excessc de monossacarideos do

citoplasma.
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