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RESUMO

Devido as caracteristicas fisiologicas e composi¢cdo quimica da parede celular e
considerando a importancia fisiologica das galactomananas na composicdo de
sementes, objetivou-se verificar o efeito de polissacarideos exdgenos
(galactomananas) no padrdo de germinacdo e desenvolvimento de plantulas de
cenoura (Daucus carrota L.). Foram feitos testes com sementes de cenoura
germinadas na presenca de diferentes concentracfes de galactomananas oriundas
de 4 distintas espécies vegetais com relacbes manose:galactoses dispares, sendo
as espeécies guapuruvu (Schizolobium parahyba) que possue relagcdo Man:Gal (~3:1)
, alfarroba (Ceratonia siliqua) que possue relacdo Man:Gal (~3,7:1), bracatinga
(Mimosa scabrella) com relagdo Man:Gal (~1,1:1) e guar (Cyamopsis
tetragonolobus) com relacdo (~1,7:1). Foram avaliadas as taxas de germinacéo das
sementes, durante um periodo de 10 dias. Apds 10 dias, foram avaliados o
comprimento da radicula, o comprimento da parte aérea, o comprimento total da
plantula, e também a formacdo de radiculas secundarias. As galactomananas
oriundas de diferentes extratos vegetais mostraram-se capazes de alterar o padréo
de germinacdo de sementes de cenoura. Onde foi observado alongamento da
radicula na ordem de 63% maior que 0 grupo controle, nos ensaios com extratos de
sementes de bracatinga, nos mesmos ensaios para a parte aérea o crescimento foi
de 30% maior que o controle,quando observado o tamanho total da planta o
aumento foi de 41% na taxa de crescimento, as outras fontes, também mostraram
em algum momento, capacidade de alterar o padrdo de crescimento da planta.
Sendo que estes resultados foram provavelmente devido as diferentes relacdes

manose:galactose presente entre os diferentes polissacarideos testados,

Palavras chaves: galactomanana, germinacéo, parede celular.
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1 INTRODUCAO

As galactomananas ocorrem tipicamente na parede celular das células do
endosperma de sementes de plantas pertencentes a familia Fabaceae, anteriormente
denominadas como Leguminosas, porém estdo presentes também em espécies de
outras familias, como Asteraceae (Compositae), Convolvulaceae, Annonaceae,
Malvaceae, Arecaceae (Palmae) e Apiaceae (Umbelliferae) (BUCKERIDGE et al.,
2000). Algumas espécies das fabaceas foram intensamente estudadas, devido a
quantidade de polissacarideos — galactomananas — presentes na parede celular, pelo
fato destes serem amplamente utilizados comercialmente na industria de cosméticos,
farmacéutica, alimenticia e na industria de papel e celulose dentre outras.

As galactomananas consistem de uma cadeia linear, formado por unidades de
manose unidas entre si por ligacdes glicosidicas B(1—4), com ramificacées simples de
unidades de galactose, unidas por ligacfes do tipo a(1—6) (DEA e MORRISON, 1975).
A proporcao de Manose:Galactose (Man:Gal) varia entre as diferentes fontes botanicas
estudadas sendo esta relacédo utilizada como ferramenta taxondmica (BUCKERIDGE et
al., 1995). O grau de substituicdo de galactose varia de 20 a aproximadamente 100%,
sendo que uma relacdo alta na propor¢cdo Man:Gal esta relacionada a um taxon mais
plesiomérfico, com caracteristicas mais basais, enquanto que uma relacdo menor de
manose sugere espécies mais avancadas evolutivamente (BUCKERIDGE et al., 1995).

Considerando a importancia fisiolégica das galactomananas, como embebicdo
e protecdo viu-se a possibilidade de testar se aplicacbes exdgenas deste
polissacarideo extraidos de quatro espécies vegetais, duas nativas do Brasil
Schizolobium parahyba (guapuruvu), Mimosa scabrella (bracatinga) e duas espécie
explorada economicamente como fonte de galactomanana, Ceratonia siliqua,
popularmente conhecida como alfarroba, e Cyamopsis tetragonolobus conhecida como
guar, Tendo em vista que o mecanismo responsavel pela expansao da parede celular
vegetal ndo esta completamente elucidado (VAN SANDT et al., 2007), investigamos a
possibilidade de galactomananas exogenas, oriundas de guapuruvu, alfarroba,
bracatinga e guar serem capazes de modificar os padrdes de germinacdo e posterior
desenvolvimento e crescimento de plantulas de cenoura (Daucus carota L.)

Neste sentido as aplicacdes destes polissacarideos nos possibilitaram testar a
influéncia das aplicacbes exdgenas sobre a taxa de germinacdo das sementes de

cenoura, a influéncia sobre, o alongamento radicular, o0 alongamento da parte aérea, e



do comprimento total da plantula, como também e crescimento de radiculas

secundarias.



2 REVISAO

2.1 Parede Celular

As células vegetais sé@o envolvidas por uma matriz extracelular que consiste de
uma altamente organizada e complexa rede de carboidratos, proteinas, lignina entre
outros. Dentre as muitas funcdes da parede celular da planta, esta atua como barreira
contra patdgenos, define o crescimento e desenvolvimento e fornecimento de forca e
flexibilidade que permitem as plantas o0 crescimento e a respostas as condi¢cdes
variaveis do ambiente (VORWERK, SOMERVILLE e SOMERVILLE, 2004). Celulose,
pectinas e glucanas sao os principais constituintes da parede celular da planta.

Variagcbes na composicdo da parede celular e arquitetura sdo variaveis que
definem as condicbes do meio onde as plantas sdo encontradas (JOHANSSON et al.,
2004).

O tamanho, forma, e as vezes até mesmo a funcdo de uma célula vegetal é
considerada de acordo com sua definicdo pela estrutura e propriedades da sua parede
celular (JOHANSSON et al., 2004). Os modelos de parede celular, mais recentes,
propdem que a parede celular seja uma matriz complexa e espessa com diferentes
papéis fisiolégicos, formada de dois, ou muitas vezes, trés dominios estruturalmente
independentes, mas que interagem entre si (CARPITA e GIBEAUT, 1993). O primeiro
dominio é formado por celulose e hemicelulose, o segundo por pectinas e o terceiro por
proteinas.

O terceiro dominio consiste de proteinas estruturais e enzimas que possuem
significativa importancia na mobilizacdo dos carboidratos de reserva de parede
(CARPITA e MCCANN, 2000). Outro dominio, ou até o mesmo, pode conter uma maior
quantidade de polissacarideos podendo ser interpretado como possiveis variacdes dos
modelos propostos (BUCKERIDGE et al., 2000).

22 Germinacéo

A germinacdo pode ser dividida em trés fases: embebicdo, aumento da atividade
metabdlica e iniciacdo do alongamento e crescimento do eixo embrionario, que resulta
na protrusdo da radicula (BEWLEY e BLACK 1994). O processo de germinacéo inclui

diversos eventos como embebicdo, reativacdo do metabolismo, aumento na atividade



respiratéria, sintese de proteinas e &cidos nucléicos, hidratacdo das proteinas,
mudancgas estruturais subcelulares e alongamento celular. Que de modo integrado
transformam a semente com baixo teor de agua e metabolismo reduzido, em uma
semente com metabolismo vigoroso, culminando no crescimento do embrido (BEWLEY
& BLACK 1994).

A etapa de hidratacdo € limitante aos varios outros processos fisiol6gicos que
ocorrem na semente germinante, porém, em alguns casos sao necessarias mudancas
no tegumento para que ocorra a embebicdo, a fim de permitir a entrada da agua, que
causa a expansao do embrido e do endosperma, rompendo o tegumento e facilitando o
processo de germinacdo (RAVEN et al., 1999).

Galactomananas eventualmente presentes no endosperma podem ser
degradadas em mano-oligossacarideos que podem ser em parte transportados para os
cotilédones, onde serdo catabolizados por enzimas hidroliticas (BEWLEY e BLACK
1994). A acado destas enzimas varia conforme a quantidade e arranjo das galactoses
presentes nas galactomananas das sementes. Em sementes de alface (Lactuca sativa
L.) que possuem pequena quantidade de galactose na galactomanana presente em
seu endosperma, a a-galactosidase sé pode retirar galactose do produto resultante da
acdo da endo-B-mananase (LEUNG e BEWLEY 1983). Nestas sementes, e em
Trigonella foenum-graecum a atividade da endo-B-mananase, que ocorre
principalmente na regido do endosperma, proXimo ao eixo embrionario, ndo é
detectada antes da germinacdo, comecando a agir, no entanto, imediatamente apos a
protrusdo da radicula (DIRK et al., 1995).

A camada de aleurona tem sido sugerida como suposta responsavel pela
sintese de enzimas hidroliticas utilizadas para a degradacdo da galactomanana no
endosperma, como verificado em sementes de Trigonella foenum-graecum (REID 1985
apud BUCKERIDGE et. al. 2000).

2.3 Estrutura Quimica das Galactomananas

As galactomananas s&o polissacarideos que, dentre outras funcdes
fisioloégicas, atuam como reserva de energia no endosperma das sementes. Estes
polissacarideos sdo compostos por uma cadeia linear de manose unidas por ligacdes
glicosidicas, B(1—4), com ramificagBes simples de residuos de galactose, com ligacfes



do tipo a(1—6) (DEA e MORRISON, 1975). A proporcdo de Manose:Galactose
(Man:Gal) pode ser utilizada como caracteristica taxonémica (BUCKERIDGE,1995)

A mobilizacdo das galactomananas € mediada por trés enzimas hidroliticas: a
a-galactosidase, responsavel pela quebra das ligacbes a-(1—6) existentes entre as
unidades de galactose e manose (EC 3.2.1.22), a endo-B-mananase, também
conhecida como [-1,4-manano-endo-hidrolase (EC 3.2.1.78) que atua sobre as
ligacdes do tipo B-(1—4) existentes entre as unidades de manose da cadeia principal,
reduzindo a manana a oligossacarideos, e a exo-p-manosidase, também conhecida
como B-manosidase (EC 3.2.1.25), especifica para a quebra das ligacbes B-(1—4)
entre as unidades de manose dos oligossacarideos provenientes da acdo da endo-B-

mananase, liberando manoses livres (Figura 1)(REID e MEIER 1972)

LigagGes a(1—6) LigagGes B (1—4)

Ac¢édo da enzima a -galactosidase

ST
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Acdo da enzima endo-B-mananase

Acdo da enzima B-manosidase

Figura 1 - Representacdo da acdo de hidrolases a-galactosidases e endo- B-

manases e B-manosidase sobre galactomanana.

Fonte: M. S. BUCKERIDGE, M. A. S TINE, H. P. SANTOS e D. U. LIMA, Rev. Bras. de
Fisiologia Vegetal, Edicdo Especial, p.137-162, 2000 (adaptado)

Como substéncia de reserva, este polissacarideo € diferentes do amido, pois
além da funcdo de reserva também desempenham papel importante nas relagfes
hidricas e no estabelecimento da rigidez na parede celular, uma vez que as
galactomananas contribuem para que haja forte coesdo entre as moléculas
constituintes da parede celular (BUCKERIDGE, SANTOS e TINE, 2000).



24 Importancia Fisiolégica das Galactomananas

As funcOes de reserva e embebicdo parecem estar associadas quase que
exclusivamente com espécies da familia Fabacea, enquanto que em outras familias
(n&o-leguminosas) a funcdo de dureza e protecdo do embrido € mais evidente
(BUCKERIDGE et al., 2000).

As galactomananas de reserva de parede celular séo relativamente inertes do
ponto de vista quimico, além de apresentarem diferentes graus de solubilidade em
agua. Essas caracteristicas tornam possivel a existéncia de um “compartimento celular”
(a parede celular) que permite o fluxo de agua com grau de liberdade consideravel
(BIELESKI, 1993).

Esta diferenca de solubilidade esta diretamente relacionada com o grau de
ramificacdo do polissacarideo, o grau de ramificacdo das mananas define suas
relagbes estrutura-funcéo e a razdo Man:Gal é, ainda, responsavel por muitas das
propriedades desse polimero, incluindo sua solubilidade e grau de interacdo com
moléculas de celulose na estrutura da parede celular (BUCKERIDGE e DIETRICH,
1996).

A substituicdo de unidades de D-manose por grupos de D-galactose resulta em
um aumento na capacidade de hidratacao e solubilidade das galactomananas (DEA e
MORRISON, 1975)

Um menor grau de ramificacdo do polissacarideo tem sido associado a funcao de
protecdo do embrido, enquanto que galactomananas mais ramificadas sdo mais
sollveis e apresentam participacdo maior em funcgdes fisiologicas, como as relagbes
hidricas (BUCKERIDGE et al., 2000). Nos primeiros estadios da germinacdo, as
galactomananas contribuem para a absorcdo de agua e sua posterior distribuicdo ao
redor do embrido. O endosperma embebido protege o embrido contra perda de agua
através de um efeito conhecido como “tampéao de agua”, durante periodos de seca pos-
embebicdo (REID e BEWLEY, 1979).

Durante a germinacdo e crescimento da plantula, reservas do cotilédone séo
degradadas e seus produtos translocados para os pontos de crescimento do embrido e
da plantula em desenvolvimento, onde s&o usados como fonte de carbono e energia
para varios processos metabdlicos (KANDLER e HOPF, 1980).

McCleary e Matheson, (1976) realizaram estudos sobre o destino dos produtos

da mobilizacdo da galactomanana de guar e detectaram, no endosperma, atividade das



enzimas fosfomanoisomerase e fosfoglucoisomerase e sugeriram que estas enzimas
sdo, provavelmente, responsaveis pela epimerizacdo da manose em glucose, a qual
seria usada na sintese de sacarose no endosperma. Nestes estudos, 0s autores
forneceram manose e galactose marcadas radioativamente a embrides da planta guar
em crescimento e demonstraram que os produtos da mobilizacdo da galactomanana
sdo usados em Varios processos bioquimicos, durante a germinagéo e crescimento da
plantula

Dois tipos diferentes de enzimas envolvidas na biossintese de galactomananas
foram identificadas: uma GDP-manose dependente de manosiltransferase,(EC
2.4.1.32) a UDP-galactose-dependente de galactosiltransferase (Edwards et al., 1989)
A ‘“sintase manana’ polimeriza a espinha dorsal de polissacarideos, e a
“galactosiltransferase galactomanana” adiciona unidades de galactose na espinha
dorsal (REID et al., 1995). Edwards e colaboradores, (1989) sugeriram que
primeiramente ocorre uma galactosilacdo da espinha dorsal de manose e
posteriormente uma degradacdo pela acdo da enzima a-galactosidase (EC 3.2.1.22).
Visto que os niveis de a-galactosidase aumentam em proporcdo inversa aos niveis de

manosil e galactosiltransferase.

25 Aplicacdes Comerciais de Galactomananas

As aplicacbes comerciais das galactomananas podem ser vistas nas mais
diversas areas, a exemplo da industria alimenticia, farmacéutica, cosmética, dentre
outras. Os principais usos das galactomananas na industria alimenticia encontra-se em
produtos derivados do leite, como espessante; em sobremesas, como substitutos de
gordura; e em particular, em sorvetes, onde impedem a formacéo de cristais de gelo.
Galactomananas também séo utilizadas em geléias, produtos em pd (sobremesas e
pudins), panificagdo (misturas para bolo e glacé), temperos, molhos, sopas, alimentos
enlatados e congelados, nos quais melhoram a textura e aparéncia destes alimentos,
além de aumentarem sua resisténcia a variacdes de temperatura (SANFORD e BAIRD,
1983, apud BENTO, 2008)

Estudos indicam que as galactomananas podem ser potencialmente utilizadas em
produtos dietéticos, uma vez que aumentam a viscosidade do bolo alimentar e alteram

o pH, diminuindo a digestdo e absorcéo de carboidratos, tornando assim mais dificil a



absorcdo no intestino delgado (MERCE et al., 2001). Na indUstria de cosméticos, as
galactomananas sao utilizadas como espessante e estabilizante em cremes e lo¢gbes
(NISHINARI, ZHANG, IKEDA, 2000).

Ja na industria de papel e celulose, as galactomananas sdo utilizadas para a
melhoria das propriedades mecéanicas do papel (LIMA, OLIVEIRA, BUCKERIDGE,
2003).

2.6 Fontes Vegetais dos Polissacarideos em Estudo

26.1 Ceratonia siliqua

A alfarroba (Ceratonia siliqua) € uma espécie arbustiva que apresenta cerca de
10 a 20m de altura, é uma arvore dioica, de flores pequenas, imperfeitas, reunidas em
inflorescéncias racimiformes. Originaria da regido mediterranica posteriormente levada
pelos arabes para o Norte de Africa, Espanha e Portugal. Tendo nesta regido
expressdo ecologica e econdbmica muito importante, foi a pioneira na extracdo de
galactomananas (BATLLE e TOUS, 1997)

A semente de alfarroba possui elevada concentracdo de carboidratos (45%),
guantidades apreciaveis de proteina (3%), e baixos niveis de gordura (0,6%)
(AVALLONE 1997).

Possui relacdo Man:Gal de (~3,7:1) (DA CUNHA et al.,, 2009). Esta relacdo
pode variar de acordo com a extracdo do material e local onde foi coletado tanto para

alfarroba como para todas as outras fontes vegetais.

2.6.1.1 Classificagcao taxonomica

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Caesalpinioideae

Género: Ceratonia



26.2 Mimosa scabrella

Mimosa scabrela € uma espécie da familia Fabacea, conhecida popularmente
como bracatinga, possui aplicacdo comercial na utilizacdo da madeira a bracatinga
para lenha e construcéo civil, além de artesanato, devido ao seu rapido crescimento,
com florescimento a partir de oito meses de idade, e em media com &rvores de 3
metros de altura, apresenta como caracteristica morfolodgica tronco geralmente reto e
pouco ramificado sendo uma arvore perenifdlia, com 4 a 18m de altura e 20 a 30cm de
diametro. A semente possui forma irregular, de coloracdo escura, quase preta, lustrosa,
com 6mm de comprimento e 3 mm de largura (BAGGIO et al., 1986).

A semente segundo Ganter, (1988) possui relagao Man:Gal de (~1,1:1).

2.6.2.1 Classificagcao taxondmica

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Caesalpinioideae

Género: Mimosa

2.6.3 Schizolobium parahyba

Conhecida popularmente como guapuruvu possui grande importancia
econbmica. De acordo com Lorenzi (2002), a madeira é bastante utilizada na
confeccdo de painéis, portas, brinquedos e caixas devido a durabilidade. A espécie
desempenha, ainda, papel de destaque em programas para o reflorestamento misto de
areas degradadas visando a preservacdo permanente, devido principalmente ao seu
rapido crescimento no campo, possui media de altura em torno de 25 metros.

O fruto de S. parahyba possui um peculiar padrdao de dispersdao. Apds a
abertura das valvas, € exposta uma parte do pericarpo, que envolve a semente e
desempenha a funcéo de ala. Segundo Barroso et al., (1999), a parte responsavel pela
dispersdo da semente é o endocarpo. A semente possui uma viabilidade em
armazenamento muito longa podendo durar varios anos.

Tendo uma relacdo Man:Gal de (~3:1) (BENTO, 2008)
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2.6.3.1 Classificacdo taxonémica
Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Caesalpinioideae

Género: Schizolobium

264 Cyamopsis tetragonolobus

Na década de 40, devido a caréncia de goma alfarroba, a planta guar (C
tetragonolobus), originaria do Paquistdo, foi aclimatada nos Estados Unidos. Desde
entdo, a producao de sua goma ultrapassa a de alfarroba, sendo hoje a principal fonte
mundial de galactomanana com aplicacdo na industria téxtil, alimenticia, farmacéutica,
de papel e celulose entre outras (GOLDSTEIN, ALTER, e SEAMAN, 1973).

Tendo uma relacdo Man:Gal de (~1,7:1) (SRIVASTAVA e KAPOOR, 2005).

2.6.4.1 Classificacao taxondmica

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae

Género: Cyamopsis
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2.7 Daucus carota

A cenoura (Daucus carota L..) € uma olericola pertencente a familia Apiaceae,
originaria da Europa e Asia, que ocupa lugar de destaque entre as hortalicas cultivadas
no centro-sul brasileiro, principalmente entre as hortalicas, cujas raizes sao
consumidas. No florescimento, a cenoura emite a haste floral principal, contendo no
apice uma inflorescéncia central, denominada primaria ou de primeira ordem, que se
ramifica dando origem a umbrelas secundarias, terciarias e quaternarias (Filgueira,
2000).

2.7.1 Classificacdo taxondmica

Reino: Plantae
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Apiales
Familia: Apiaceae

Género: Daucus
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Foram utilizadas sementes de cenoura (Daucus carota L), variedade Brasilia,

obtidas comercialmente.

3.2 Obtencédo das Galactomananas

As galactomananas séao de 4 fontes diferente sendo guapuruvu (Schizolobium
parahyba) e bracatinga (Mimosa scabrella) isoladas e purificadas a partir de sementes
e alfarroba (Ceratonia siliqua), e guar (Cyamopsis tetragonolobus), obtidas
comercialmente, da empresa Sigma Chemicals Ltda, com lotes #104k0080 e
#125k0091, respectivamente. Todas as galactomananas foram fornecidas pelo
Laboratdrio de Bioguimica de Carboidratos Vegetais do departamento de Bioquimica e

Biologia Molecular da UFPR, por intermédio da Prof.2 Joana Léa Meira Silveira.

3.3 Testes de Atividade Bioldgica

Sementes de cenoura foram cultivadas em placas de Petri as quais foram
adicionadas uma camada dupla de papel de filtro. Dez (10) ml de solugdes de
galactomananas (0, 2, 10, 50, 100, 500 e 1000nM) extraidas a partir de sementes de S.
parahyba, C. siliqua, C. tetragonolobus e M. scabrella, foram pipetadas sobre o papel
de filtro. Vinte e cinco (25) sementes foram semeadas sobre o papel de filtro em cada
placa de Petri (duas placas de Petri para cada concentracdo de galactomanana)
(Figura 2). As placas foram fechadas com filme de PVC e mantidas em sala de
ambiente controlado, sob a temperatura média de 24,3° £ 2,2 C e densidade de fluxo

de fétons de radiacao fotossinteticamente ativa (RFA) de 40 pmol.m-2.s™.

onmM 2n 10nM 50nM 100 500N 1000nM

Figura 2 - Esquema da montagem do experimento
Duas repeticGes para cada polissacarideo (bracating a, guapuruvu, guar e

alfarroba) sendo 25 sementes para cada placa



13

Durante um periodo de 10 dias foi avaliada a taxa de germinacédo, entendida
como taxa de protusdo da radicula (Figura 3), depois da quebra do tegumento. ApGs o
periodo de 10 dias a contar da semeadura, foram medidos o comprimento total da
plantula, que compreende o inicio da radicula até a parte onde comeca a insercao
foliar. O comprimento da radicula, que foi estipulado como do inicio da radicula até a
final dos pelos radiculares ainda esbranquicadas pela auséncia de clorofila, e medido
também a parte aérea que compreende o final da parte esbranquicada pela auséncia

de clorofila ate o inicio do da insercao foliar (Figura 4)

Figura 3 - Desenho do inicio da protusédo da radicul a

Comprimento total da plantula

Parte radicular Parte aérea

— — s TR T
oo L e e Y oty Irf! !
] G e S

5 3 #

&

Figura 4 - método utilizado para auferir compriment o das plantas

Os dados obtidos foram submetidos a andalise de variancia e, quando
adequado, a teste de Tukey.
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4.1 Efeito das Galactomananas Sobre as Taxas de Germinacéo

O inicio do processo de protusao da radicula foi observado a partir do segundo

dia ap6s a semeadura para todos os polissacarideos testados.

120

120
A B
100 100
— 80
S 80
o
S
o 60 60
£
£
(]
% 40 40
20 20
0 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias apos semeadura
120 120
100 100
g & 80
(=]
S 60
o 60
£
E
& 40 40
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3 4 5 6 7 8 9

dias apos semeadura

10

Dias apds semadura

Figura 5 Efeito de galactomanana sobre o percentual

de cenoura.

(A) tratamentos com extratos de alfarroba,

sementes

de guapuruvu,

(C)

galactomananas

bracatinga e (D) tratamento com extratos guar.

(B) gala

de germinacdo de sementes

ctomananas extraidas de

extraidas de sementes de
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Para o tratamento contendo galactomananas com origem em sementes de
alfarroba, até o terceiro dia, uma maior taxa de germinagcdo foi observada para
sementes crescidas na presenca de 10nM de galactomanana. Ja a partir do quinto dia

as taxas estavam préximas.

A taxa de germinacdo para tratamentos feitos a partir de extratos de
guapuruvu, teve melhor resultado para a concentracdo de 1000nM até o terceiro dia
com um percentual de germinagao neste dia de 64%(Figura 5B)

Para tratamentos com galactomanana extraida de bracatinga, a taxa de
germinacdo para o controle foi de 35% no 3° dia, enquanto que para todos o0s
tratamentos onde foi empregada a galactomanana o percentual de germinacéo

mostrou-se acima de 48% (Figura 5C).

\F/(;ggfal ALFARROBA GUAPURUVU BRACATINGA GUAR
(nwlljias 2 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 5 2 3 4 5
0 7| 58| 84| 98 0| 45| 72| 90 13| 35| 77| 97 6| 70| 76 | 91
2 6| 62| 97| 97 3| 55| 89| 97 25| 69| 84| 88 141 79| 83| 86
10 15| 79| 88| 94 3| 50| 69| 94 15| 54| 77 | 96 7|1 71| 82| 96
50 9| 54| 77| 89 0| 35| 82| 94 18| 62| 91| 97 11| 64| 75| 89
100 6| 49| 80| 91 0| 53| 81| 97 19| 53| 92| 97 11| 66| 80| 91
500 8| 59| 82| 97 6| 53| 89| 92 17| 51| 86| 91 12| 62| 74| 88
1000 8| 70| 89| 95 6| 64| 8 | 94 24 | 48 | 85| 94 3| 66| 86| 100

Tabela 1 Efeito da galactomanana sobre germinacdo d e sementes

Tabela comparativa sobre porcentagem de germinacao entre 2° e 5° dia.

Para o tratamento contendo galactomananas com origem em sementes de
guar, no segundo dia, a concentracdo que induziu maior taxa de germinacao foi a de
2nM (13,8%) e manteve-se mais alta até o 3° dia. Ja no quarto dia o melhor resultado

foi visto para a concentracdo de 1000nM, com 86,2% de germinacédo (Figura 5D).
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42 Efeito das Galactomananas Sobre o Alongamento da
Radicula

Quando comparado o comprimento das radiculas, apds os 10 dias,
verificamos que para aplicagbes de polissacarideos com origem de sementes de
alfarroba, ndo houve diferenca significativa, como pode ser visto na Figura 6, e o

Mesmo ocorreu para sementes tratadas com extratos de guar.

75

—e&—alfarroba
d —il— bracatinga

A— goma guar
55 |

—@— guapuruvu

35 |

Comprimento (%)

15 ¢

1000
I I a |

a Ta \a§

[Galactomanana] (nM)

-25

Figura 6 Comparacdo entre percentual de crescimento da radic ula em relagcdo ao
crescimento do grupo controle

Letras iguais sobre os pontos, por polissacarideo, indicam que ndo ha diferenca
estatistica para dados apresentados, letras diferen tes, indicam diferenca estatistica

significante entre as médias, segundo teste de Tuke .

Para os testes com galactomananas oriundas de sementes de guapuruvu,
observamos que houve diferenca no crescimento para todas as concentracfes

aplicadas em relagédo ao controle, e que um melhor resultado foi conseguido com a
concentracéo de 500nM.
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A partir da concentragdo de 2nM, ja foi possivel verificar o efeito sobre o
crescimento nas aplicacdes das galactomananas, (30% para 2nM). Este efeito teve um
decréscimo a 19% na concentracdo de 10nM e foi sendo melhorado até a
concentracdo de 500nM, com uma percentual de 55% maior que 0 grupo controle
(OnM) e posterior decréscimo no crescimento na concentracdo de 1000nM, ainda
assim, esta concentracédo apresentava um crescimento 36% maior que a concentracao
de OnM e mantendo-se acima dos percentuais das concentracdes de 2 a 100nM.

Quando observadas as concentracdes utilizando extratos de sementes de
bracatinga, estas tiveram um efeito significativamente maior em relacdo as sementes
nao tratadas, como visto nos tratamentos de guapuruvu. Para bracatinga, a partir de
2nM foi possivel verificar uma diferenca significativa apresentando um apice na
concentracdo de 100nM, com uma diferenca de 63% maior do que o0 grupo controle,
apresentando decréscimo para 500 e 1000nM, mas ainda, assim, sendo maior em 42%
e 32%, respectivamente, de aumento em relagéo a concentracdo de OnM (Figura 6)

Como verificado, com base nos dados representados, na Figura 6, as
sementes tratadas com o polissacarideos extraido do endosperma de bracatinga,

representaram a melhor taxa de crescimento para o desenvolvimento das radiculas.

4.3 Efeito das Galactomananas Sobre o Alongamento da P  arte

Aérea

Os graficos mostrando o comprimento da parte aérea foram separados para
facilitar a visualizagdo, mediante a pequena diferenga significativa apresentada por
alguns tratamentos.

Ao ser auferido o comprimento da parte aérea, as concentracdes de alfarroba
(Figura 7A) mostraram efeito similar ao ocorrido com a radicula, com os dados nao
apresentando diferenca estatistica, porém neste caso, o grafico expressa uma
tendéncia de alta no crescimento.

JA para o0 crescimento da parte aérea nos tratamentos envolvendo
galactomananas de extraidas de guapuruvu, (Figura 7B) observamos um efeito positivo
em relacdo ao grupo controle, para a concentracdo de 2nM, onde j& havia um
crescimento superior a 10%, e manteve-se em tendéncia de alta até a concentracéo de

500nM e 1000nM, estatisticamente iguais, contudo a concentracdo de 500nM
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apresentou um aumento 23% maior que o OnM, diferente dos 21% apresentados pelo
1000nM em relacéo ao controle.

Para tratamento contendo polissacarideos extraidos de sementes de
bracatinga (Figura 7C) o crescimento da parte aérea, apesar de significativo, ndo foi tdo
expressivo quanto ao crescimento da radicula, apresentando um crescimento de 30%
para a concentracdo de 50nM e posterior decréscimo até a concentracdo de 1000nM,
que nédo apresentou diferenca significativa para o grupo controle. Apesar da diminuicéo
do efeito de crescimento nas concentracdes de 100, 500 e 1000nM, o crescimento da
parte aérea, para o0s tratamentos com galactomananas oriundas de sementes de
bracatinga, teve na concentracdo de 50nM um crescimento maior, do que as medias
observadas nos tratamentos com polissacarideos oriundos de sementes de guapuruvu.

Para tratamentos com extratos de guar houve diferenca significativa, como
pode ser visto, (Figura 7D), diferente do que ocorreu nos experimentos deste
polissacarideo nas analises de radicula. Para concentracdo de 500nM, foi observado
um crescimento de 13% maior que o grupo controle, as demais concentracfes
permaneceram com dados sem diferenca estatistica em relacdo a concentracdo de

0nM, exceto para 2nM que apresentou-se abaixo da médiado grupo controle.
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Figura 7 Comparacéo de percentual de crescimento da parte aérea em relagcao ao

grupo controle
Sendo goma comercial de alfarroba (A), galactomanan as extraida de
sementes de guapuruvu (B), galactomananas extraida de sementes de

bracatinga (C) e goma comercial de guar (D).
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44 Efeito das Galactomananas Sobre o Comprimento Tota | da
Plantula

Como observado nos outros ensaios comparativos, as plantulas tratadas com
extrato de sementes de alfarroba também ndo apresentaram crescimento significativo,
isto também foi verificado nas analises do comprimento total da plantula, (Figura 8). E o
mesmo foi observado para os tratamentos utilizados com extratos de guar.

Quando observado o comprimento total da plantula com tratamentos utilizando
galactomananas de sementes de guapuruvu, verificamos um padrédo de crescimento
similar ao comprimento da radicula, quando comparada as concentracdes de
galactomananas, com um desenvolvimento maior para a concentragdao de 500nM, a
uma taxa de 39% de crescimento, observando que todas as concentracdes obtiveram
um efeito considerado significativo sobre o crescimento quando comparadas ao grupo
controle, porém, neste caso houve um decréscimo na concentracdo de 1000nM, que
nao ocorreu nas médias de radicula para o0 mesmo polissacarideo testado, contudo a
concentracdo de 1000nM apresentou uma taxa de crescimento maior que os demais
tratamentos de polissacarideos oriundos de sementes de guapuruvu, em torno de 29%
se comparado as sementes nao tratadas.

Para tratamentos com galactomananas oriundas de sementes de bracatinga, o
crescimento da plantula como um todo, teve mais similaridade com o crescimento da
radicula, onde foi observado um aumento mais significativo para a concentracado de
100nM com um aumento no ordem de 41% de crescimento, e posterior decréscimo,
mas ainda assim, mantendo na concentragcdo de 1000nM um aumento de 20% de
crescimento em relagdo ao grupo controle (Figura 8).
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Figura 8 Comparacdo entre percentual de crescimento total da plantula em

relacdo ao grupo controle

45 Efeito das Galactomananas Sobre o Alongamento de

Radiculas Secundarias

Para o numero de radiculas secundarias foi observado aumento significativo
para os tratamentos com extratos de alfarroba na concentracdo de 100nM, sendo que
as concentracfes de 10 e 500nM tiveram média inferior ao grupo controle, como pode
ser visto na figura abaixo (Figura 9A).

Para tratamentos com galactomananas de origem nas sementes de bracatinga,
apesar das comparacoes anteriores terem demonstrado a diferenca entre tratamentos,
no crescimento de radiculas secundérias, ndo foi observada diferenga estatistica entre
as médias (Figura 9B).

Para os tratamentos realizados extratos de guar, as médias mais expressivas
foram observadas na concentracdo de 2nM, com as concentracdes de 10, 500 e

100nM apresentando medias mais baixas que o grupo controle (Figura 9C).
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Figura 9 Comparacédo de percentual de crescimento da parte aérea em relagao ao
grupo controle
Sendo goma comercial de alfarroba (A), galactomanan as extraida de
sementes de bracatinga (B), goma comercial de guar (C) e

galactomananas extraida de sementes de guapuruvu (D ).
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As médias de numeros de radiculas secundarias para tratamentos com
polissacarideos extraidos de sementes de guapuruvu apresentaram um valor mais
expressivo para a concentracdo de 2nM, e posterior reducdo para as demais
concentracfes, sendo que as medias entre 10nM e 1000nM ficaram abaixo do grupo
controle (Figura 9D).
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos tem demonstrado o efeito modulador do tegumento sobre a
germinacao de sementes. Por exemplo, em sementes de alfarroba foi demonstrado que
o tegumento pode controlar a producdo de enzimas hidroliticas envolvidas na
maturagdo, germinagcdo e mobilizagdo de reservas durante o desenvolvimento das
sementes (KONTOS & SPYROPOULOS 1996).

O tegumento permite a entrada, conducéo e distribuicdo de dgua ao redor da
semente durante os primeiros estadios de embebicdo, o rompimento da barreira fisica,
em funcdo da entrada de agua na semente, expde a parede celular, que entra em
contato com o meio externo, possibilitando com que as galactomananas exégenas
sejam expostas a acdo de enzimas liberadas pelo endosperma (SANTOS, 2002) e/ou
tegumento que podem clivar polissacarideos em oligossacarideos (TONINI, 2004) ou
até mesmo em mondmeros de galactose, através da acdo de a-galactosidases que
quebram ligagbes a-(1—6) (MCCLEARY, 1983). Este rompimento ndao depende
exclusivamente da entrada de agua, ele é facilitado, de dentro pra fora, pelas enzimas
hidroliticas. Por exemplo, endo-B-mananases degradam o tegumento, “amolecendo-0”,
e consequentemente facilitando a protusdo da radicula (DIRK et al., 1995).

Esta mesma enzima foi associada com o enfraquecimento do endosperma na
regido micropilar das sementes de alface, levando a germinacdo (NASCIMENTO,
CANTLIFF e HUBER, 2000).

A acédo de enzimas hidroliticas sobre a galactomanana exdgena, sé pode
ocorrer se 0 tegumento da sementes de cenoura tiver participacdo no processo
germinativo similar ao de Alfarroba ou Sesbania virgata, onde Tonini, (2004) sugere a
participacdo do tegumento no processo enzimatico, através da sintese, modificacao
e/ou armazenamento das enzimas, especificamente da endo-B-mananase.

Como mencionado por Buckeridge (2000), a acdo das trés enzimas hidroliticas
(a-galactosidase, B-manosidase e endo-B-mananase) tem papel importante na
degradacdo de galactomananas durante a maturacdo das sementes. Assim,
galactomananas presentes no endosperma das sementes podem ser degradados até
seus monossacarideos constituintes (manose e galactose) ao mesmo tempo em que
h& producdo de sacarose, e de acordo McCLeary (1983), os produtos da mobilizacdo

da galactomanana podem ser usados em varios processos bioquimicos durante o
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crescimento da plantula. Durante a expansao celular, ocorre a degradacao e rearranjo
da parede celular. Enzimas quebram as ligacdes cruzadas entre as hemiceluloses da
parede celular e isto permite o deslizamento dos componentes da parede, afrouxando-
a e permitindo assim sua expansdo (LIMA e BUCKERIDGE, 2001). Apos o
afrouxamento da parede, ocorre & expansdo pela absor¢cdo de agua, bem como a
adicdo de parede ao redor da célula. A continuidade do crescimento depende da
sintese e secrecdo de polissacarideos e proteinas necessarias para o aumento da
parede celular (KERBAUY, 2004), que € composta por polissacarideos hemiceluldsicos
em menor proporcdo e grande quantidade de proteinas estruturais. Enzimas como
xiloglucana:xiloglucosil transferase (XTH) (EC 2.4.1.207) poderiam usar manose e
galactoses oriundas da degradacéao das galactomananas exdgenas empregadas neste
estudo, especialmente e guapuruvu e bracatinga, no rearranjo e na reconstrucado de
polissacarideos da parede celular, permitindo, deste modo, o alongamento, a expansao
e o crescimento da célula (NISHITANI, 1997).

Uma razao para este efeito diferencial pode ser atribuida a diferenca na relacéo
Man:Gal encontrada nos polissacarideos — galactomananas — das sementes bracatinga
e guapuruvu. Esta diferenca na efetividade das galactomananas pode ser pela acdo
das a-galactosidase que quando degradam a molécula liberam os mondémeros de
galactose. Neste sentido, deveriamos ter um melhor crescimento para as aplicacfes de
bracatinga (relacdo Man:Gal (~1,1:1)), seguido por goma-guar (~1,7:1), guapuruvu
(~3:1) e por fim alfarroba (~3,7:1), isto talvez nédo foi observado, pelo motivo das
espécies nativas terem tido melhor purificacdo em relacdo as obtidas comercialmente,

porém nosso estudo ndo permitem confirmar tal hipétese.
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6 CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho demonstram que galactomananas
exdgenas sao capazes de modificar o padrédo de germinacdo e posterior crescimento
de plantulas de cenoura quando utilizadas em concentracbes adequadas. Todavia, o
mecanismo envolvido no estabelecimento destas respostas ainda precisa ser
elucidado.

Apesar da necessidade de mais respostas, a aplicacdo pode ser util no
desenvolvimento de sementes usadas na pesquisa cientifica com intuito de diminuir o

periodo de desenvolvimento das sementes.
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