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"A coisa mais bela que o homem pode experimentar é o mistério. É esta 

emoção fundamental que está na raiz de toda ciência e arte. O homem 

que desconhece esse encanto, incapaz de sentir admiração e 

estupefação, esse já está, por assim dizer, morto e tem os olhos 

extintos." Albert Einstein 
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RESUMO 

 

Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. acumulam suas reservas de 

carbono no endosperma na forma de um polissacarídeo de parede celular, o 

galactomanano. A mobilização deste ocorre após a germinação e envolve três 

enzimas hidrolíticas, dentre elas a α-galactosidase. Além da reserva de carbono, 

há uma grande quantidade de corpos protéicos, no citoplasma das células 

endospérmicas, que constituem a principal reserva de nitrogênio nestas sementes. 

Para que ocorra a correta distribuição dos produtos de degradação das reservas 

deve haver sincronização entre os processos de degradação das reservas de 

carbono e nitrogênio, porém para compreender tais mecanismos, é necessário 

estudar aspectos do controle da produção e ação das enzimas responsáveis pela 

hidrólise das reservas. Buscando determinar em que ponto do metabolismo a 

semente de S. virgata se encontra em relação à produção destas enzimas 

hidrolíticas, durante e após a germinação, e supostamente os tecidos envolvidos 

nesta produção, sementes desta espécie foram embebidas em actinomicina-D 

(inibidor de transcrição) e cicloheximida (inibidor de tradução) e os efeitos destes 

inibidores verificados através da atividade e detecção da α-galactosidase no 

tegumento e endosperma destas sementes. Além disso, buscando verificar e 

relacionar o efeito do ácido abscísico, do etileno e dos açúcares na degradação 

das reservas após a germinação de S. virgata, sementes desta espécie foram 

embebidas em ABA, etileno, glucose e sacarose, e os efeitos destes foram 

verificados através dos teores protéicos, da atividade da α-galactosidase e da 

produção endógena de ABA e etileno nestas sementes. Como a presença de 

actinomicina-D e cicloheximida não inibiram a produção e a atividade da α-

galactosidase no endosperma durante e após a germinação, sugere-se que a 

produção desta enzima ocorra principalmente durante a maturação da semente. 

Aparentemente, a partir do período pós-germinativo, a enzima pré-formada seria 

processada e ativada, para conseqüente degradação dos galactomananos, 

através de um processo proteolítico. Em contrapartida, como a presença de 
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actinomicina-D e cicloheximida inibiram a degradação das proteínas de reserva no 

tegumento e endosperma e, inclusive, induziram a atividade da α-galactosidase 

nestes tecidos no final do processo de degradação dos galactomananos, sugere-

se a síntese de novo de proteases durante e após a germinação e a relação íntima 

destas enzimas com a degradação das proteínas de reserva e da α-galactosidase 

no final do processo de degradação dos galactomananos. Quanto aos hormônios, 

a presença de ABA exógeno retardou o início da degradação das proteínas de 

reserva no endosperma, assim como diminuiu a atividade da α-galactosidase no 

mesmo tecido no final do processo de degradação do galactomanano, sugerindo 

um efeito modulador deste hormônio durante a degradação das reservas, 

reprimindo a ação das enzimas hidrolíticas. A presença de etileno exógeno, 

entretanto, aumentou a atividade da α-galactosidase no endosperma e, inclusive, 

no tegumento no final do processo de degradação do galactomanano, sugerindo 

um efeito indutor deste hormônio na ativação e ação das enzimas hidrolíticas. De 

fato, analisando a produção endógena de ABA e etileno, observou-se um aumento 

brusco dos hormônios no período de mobilização das reservas, que pode estar 

relacionado à influência destes hormônios na atividade das enzimas hidrolíticas 

em sementes de S. virgata. Ainda, como ocorreram mudanças na produção de 

ABA e etileno endógeno na presença de glucose e sacarose, sugere-se uma 

relação íntima entre a via de sinalização destes hormônios e a dos açúcares, a fim 

de controlar o processo de degradação das reservas. Desta forma, estas 

evidências sugerem que o ABA e o etileno controlariam antagonicamente a 

mobilização de reservas em sementes de S. virgata, juntamente com os açúcares, 

através da ativação e ação das enzimas hidrolíticas, a fim de controlar o processo 

de degradação das proteínas e dos galactomananos, evitando a produção dos 

açúcares redutores e de sacarose em excesso durante o período pós-germinativo 

e garantindo o afluxo eficiente de carbono e nitrogênio para o desenvolvimento da 

plântula. 
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ABSTRACT 

 

Seeds of Sesbania virgata (Cav.) Pers. have an endosperm which 

accumulates galactomannan as a storage polysaccharide in the cell walls that is 

hydrolysed after germination by three enzymes (α-galactosidase, endo-β-

mannanase and exo-β-mannosidase). Besides the storage of carbon, there is a 

great amount of protein bodies in the cytoplasm of endospermic cells, which play 

the major role as a nitrogen reserve in this seed. It is likely that a synchronisation 

between the process of galactomannan and protein degradation occurs for a more 

efficient distribution and use of the storage degradation products. However, to 

understand these mechanisms, it is necessary to study aspects of the production 

and action control of the hydrolytic enzymes responsible for the mobilisation of 

these reserves. Aiming to determine in which point of the metabolism the seed of 

S. virgata is in relation to the production of the hydrolytic enzymes, during and after 

germination, and the supposed tissues involved in this production, seeds of this 

specie were imbibed in actinomycin-D (transcription inhibitor) and cycloheximide 

(translation inhibitor), and the effects of these inhibitors verified thought the α-

galactosidase activity and detection in the testa and endosperm of these seeds. 

Besides of this, for to verify and relate the effects of abscisic acid, ethylene and 

sugars on the reserves degradation after germination of the S. virgata, seeds of 

this specie were imbibed in ABA, ethylene, glucose and sucrose, and the effects of 

these were verified through the protein content, α-galactosidase activity and 

endogenous production of ABA and ethylene in this seeds. In the presence of 

actinomycin-D and cycloheximide, the production and activity of the α-

galactosidase were not inhibited during and after germination, suggesting that the 

production of this enzyme occurs principally during the maturation of the seed. 

Apparently, after the germination, this enzyme is processed by proteolysis, so that 

it becomes activated to perform galactomannan degradation. On the other hand, 

the presence of actinomycin-D and cycloheximide inhibited the protein degradation 

in the testa and endosperm and at the same time induced the α-galactosidase 
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activity in the same tissues at the final steps of the galactomannan degradation 

process. This suggests the existence of synthesis de novo of the proteases during 

and after germination and a possible relationship between the storage protein and 

galactomannan mobilisation. Regarding the hormones, the presence of exogenous 

ABA retarded the beginning of the storage protein degradation in the endosperm 

and also decreased α-galactosidase activity in the same tissue at the end of 

galactomannan degradation. This suggests that there is a regulator effect of this 

hormone during the storage degradation, repressing the enzymes action. In the 

presence of exogenous ethylene an increase in the α-galactosidase activity in the 

endosperm and in the testa were observed at the end of galactomannan 

degradation, suggesting an inducing effect of this hormone on the hydrolytic 

enzymes. The finding of endogenous ABA and ethylene production, observed 

during the period of the storage mobilisation, give support to the above raised 

hypothesis that the two hormones participate in the control of the hydrolytic 

enzyme activities in seeds of S. virgata. Furthermore, the changes observed in the 

endogenous ABA and ethylene production in the presence of glucose and sucrose, 

suggested a relation between the signaling pathway of these hormones and the 

sugars signaling, controlling the process of storage degradation. Thus, our results 

add evidence to suggest that ABA and ethylene antagonistically control the storage 

mobilisation in seeds of S. virgata, together with the sugars, through the hydrolytic 

enzymes activation, controlling the process of storage protein and galactomannan 

degradation, in other to avoiding the excess production of reductor sugars and 

sucrose during the post-germinative period and assuring the efficient afflux of the 

carbon and nitrogen to the seedling development.    
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INTRODUÇÃO 

 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram estratégias adaptativas 

que possibilitaram o sucesso reprodutivo e a sobrevivência. Uma das estratégias 

de perpetuação de novos indivíduos nas plantas terrestres foi a produção de 

esporos resistentes à seca, isto é, sementes tolerantes à desidratação, 

denominadas sementes ortodoxas (Raven et al. 1999, Castro et al. 2004). 

Contudo, sementes de muitas espécies não são tolerantes à dessecação na 

maturidade, sendo denominadas sementes recalcitrantes, as quais podem manter 

o conteúdo de água relativamente elevado, em torno de 60 a 70% de seu peso 

fresco, dependendo da espécie (Castro & Hilhorst 2004). 

A semente constitui, portanto, a unidade reprodutiva das espermatófitas 

(Gimnospermas e Angiospermas), cuja função se relaciona com a dispersão e a 

sobrevivência das espécies. O embrião, juntamente com as estruturas que o 

rodeiam, constitui a unidade de dispersão, ou diásporo (Beltrati & Paoli 2003).  

Essa unidade de dispersão encontra-se estrutural e fisiologicamente 

preparada para desempenhar seu papel, provida de uma reserva alimentar capaz 

de sustentar o crescimento da plântula até que esta se estabeleça como um 

organismo autotrófico (Bewley 1997). O sucesso de estabelecimento deste novo 

indivíduo é determinado, portanto, pelos fatores fisiológicos e bioquímicos da 

semente, dentre outros (Bewley & Black 1994). 

 

1. SEMENTES 

    

Nas Angiospermas, a semente provém do óvulo como resultado de um 

processo conhecido como dupla fecundação, em que um dos gametas masculinos 

se une ao núcleo da oosfera, dando origem ao zigoto diplóide e posteriormente ao 

embrião, enquanto o outro gameta se funde com os dois núcleos polares do saco 

embrionário (fusão tripla) dando origem ao endosperma triplóide (Beltrati & Paoli 

2003). 
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As sementes maduras são constituídas pelo embrião, que pode ser 

envolvido pelo tegumento, tecido diplóide originário da planta-mãe, e endosperma, 

de acordo com a espécie (Bewley & Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Na maioria 

das espécies, o embrião ou este e o endosperma ocupam a maior parte do volume 

da semente, enquanto os tegumentos, se transformam em revestimento da 

mesma, sofrendo considerável redução em espessura e desorganização parcial 

(Esau 1974). 

Nas sementes maduras, a micrópila pode ser vista, no ápice de cada 

tegumento, superficialmente como um pequeno poro, ou pode ser fechada (Beltrati 

& Paoli 2003). O funículo, todo ou em parte, sofre abscisão, deixando uma cicatriz, 

o hilo, que atua de duas formas na semente, como uma válvula higroscópica ou 

como uma região permeável à água (Hyde 1954, Esau 1974, Labouriau 1983). 

Diversas variações podem ser encontradas nas sementes, incluindo 

resistência e permeabilidade do tegumento, tipo, quantidade e localização do 

material de reserva, assim como o grau de desenvolvimento do embrião (Mayer & 

Poljakoff-Mayber 1975). 

 

1.1. Tegumento 

 

O desenvolvimento dos tegumentos da semente tem início no momento em 

que ocorre a fecundação, sendo a maneira como se desenvolve importante 

característica da espécie e o seu conhecimento, essencial para a correta 

interpretação anatômica da semente madura (Beltrati & Paoli 2003).  

Em uma semente bitegumentada estão presentes a testa (tegumento 

externo) e o tégmen (tegumento interno), enquanto em sementes 

unitegumentadas considera-se que existe apenas a testa e em alguns casos 

extremos, as sementes são ategumentadas (Beltrati & Paoli 2003).  

 Nas sementes de Leguminosae o tegumento interno desaparece ou é 

freqüentemente amassado durante a ontogênese, não contribuindo para a 

formação do tegumento na semente madura, ao passo que o externo se diferencia 
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em diversas camadas (Esau 1974, Corner 1976, Prakash 1987). A camada mais 

externa, a epiderme, permanece unisseriada e origina a camada paliçádica, que é 

constituída de esclereídes - macroesclereídes, ou células de Malpighi, com 

paredes desigualmente espessadas (Esau 1974, Corner 1976). As células da 

camada subepidérmica diferenciam-se nas chamadas “células colunares”, também 

denominadas células em pilar, ampulheta ou osteoesclereídes, dependendo da 

distribuição dos espessamentos da parede e formatos das células. O tecido 

localizado mais profundamente é um parênquima lacunoso com grandes células 

alongadas tangencialmente na parte externa e células menores e muito 

ramificadas na interna. Na região do hilo ocorre a presença de duas camadas em 

paliçada e, ainda, um grupo compacto de traqueídeos (Esau 1974). 

A camada paliçádica tem sido indicada, especialmente em algumas 

sementes de leguminosas, como causadora do alto grau de impermeabilidade, 

devido a sua estrutura, presença de cera e/ou lignina, conseqüentemente afetando 

a capacidade de germinação (Esau 1974, Melo-Pinna et al. 1999). A maior 

absorção de água deve ocorrer após danificação ou retirada da camada 

paliçádica, possibilitando que ela alcance o endosperma e se inicie o processo de 

germinação (Melo-Pinna et al. 1999). 

Essa impermeabilidade tem sido atribuída a diferentes regiões da camada 

paliçádica, possivelmente restrita à região cônica dos macroesclereídes ou à 

chamada linha lúcida das células paliçádicas, que é considerada particularmente 

como a região impermeável, servindo como barreira à entrada de água, resultante 

do alto grau de reforço de uma região restrita das paredes da epiderme, 

especialmente compacta (Coe & Martin 1920, Cavazza 1950, Corner 1951, 

Werker et al. 1973, Esau 1974, Werker 1980, Melo-Pinna et al. 1999).  

Em muitas espécies sugeriu-se que a principal barreira para entrada de 

água seria oferecida pelos osteoesclereídes, embora em sementes de Glycine 

max (soja) esta camada tenha um efeito promotor na entrada de água (McDonald 

et al. 1988, Bewley & Black 1994). 
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A camada parenquimática do tegumento é permeável à entrada, condução 

e distribuição de água ao redor da semente durante os primeiros estágios de 

embebição. Assim, após a passagem de água pela camada paliçádica, ocorre a 

sua condução pelas células parenquimáticas do tegumento que, devido à 

expansão celular, causam o rompimento do tegumento, permitindo a maior 

entrada de água e a germinação (Santos 2002). 

Com base nesses dois efeitos, o tegumento pode ser considerado como um 

tecido bifuncional, tendo papel na retenção de água, através da camada 

paliçádica, e aceleração de embebição, através da camada parenquimática 

(Santos 2002). A evolução, portanto, permitiu à semente ortodoxa uma resistência 

a fortes dessecamentos, e a ruptura controlada dessa barreira, em virtude da qual 

a germinação é desencadeada, espalhada no tempo e no espaço (Labouriau 

1983). 

 Além do controle na entrada de água, o tegumento pode fornecer 

resistência mecânica, interferir nas trocas gasosas entre o embrião e o meio, 

prevenir a saída de inibidores e os liberar para o embrião, estabelecendo a 

dormência em sementes (Bewley & Black 1994).  

Assim, inibidores da germinação, como ácido abscísico e cumarina, podem 

estar presentes no tegumento de algumas espécies, como Arachis hypogaea, 

Corylus avellana, Eleagnus angustifólia, Rosa canina, Trigonella foenum-graecum, 

Ceratonia siliqua, Pinus monticola, Nicotiana plumbaginifolia e Sesbania virgata 

(Labouriau 1983, Van Staden et al. 1987, Bewley & Black 1994, Kontos & 

Spyropoulos 1996, Feurtado et al. 2004, Frey et al. 2004, Tonini et al. 2006). Foi 

demonstrado, em Ceratonia siliqua, que o tegumento pode controlar, durante o 

desenvolvimento das sementes, a produção de enzimas hidrolíticas relacionadas à 

maturação, germinação e mobilização de reservas (Kontos & Spyropoulos 1996) 

e, em sementes de Lycopersicon esculentum (tomate), um efeito inibitório na 

produção da endo-β-mananase durante o desenvolvimento das sementes 

(Nonogaki et al. 1992, Nomaguchi et al. 1995). 
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1.2. Endosperma 

 

Na maioria das sementes, há um tecido de reserva envolvendo o embrião, 

denominado endosperma, que pode permanecer até sua maturação ou ser total 

ou parcialmente consumido pelo embrião em desenvolvimento logo após a sua 

formação, como ocorre nas espécies em que a reserva é acumulada nos 

cotilédones volumosos, no eixo hipocótilo-radícula ou em ambos, e o embrião 

preenche toda a cavidade delimitada pelos envoltórios da semente (Esau 1974, 

Beltrati & Paoli 2003). Caso o endosperma persista na semente madura, as 

substâncias de reserva presentes no tecido servirão como fontes nutritivas 

utilizadas para o desenvolvimento da plântula, sendo degradado durante a 

germinação (Labouriau 1983, Bewley & Black 1994). 

A longevidade do endosperma, sua consistência, tipo e quantidade de 

reservas são variáveis nas diferentes espécies (Esau 1974, Beltrati & Paoli 2003). 

Em geral as células têm paredes celulares finas e o material de reserva localiza-se 

no seu interior, como em endospermas amiláceos, contendo grãos de amido, 

muitas vezes associados a proteínas em grânulos amorfos ou grãos de aleurona, 

ou em endospermas oleaginosos, ricos em material lipídico (Beltrati & Paoli 2003). 

Em alguns casos, o endosperma apresenta, como substâncias de reserva, 

polissacarídeos e hemiceluloses, armazenados nas paredes celulares (Crocker & 

Barton 1953, Meier 1958, Buckeridge et al. 2000b, Beltrati & Paoli 2003). As 

proteínas e os oligossacarídeos de série rafinósica também são importantes 

reservas nas sementes (Bewley & Black 1994). 

 

1.3. Embrião 

 

O embrião consiste, geralmente, de um eixo embrionário, eixo hipocótilo-

radícula, e uma ou duas folhas modificadas, chamadas cotilédones. O eixo 

embrionário é constituído por uma porção caulinar, o hipocótilo; um rudimento de 

raiz, a radícula; e pelo meristema ou gema apical do caule, a plúmula (Bewley & 
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Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Quando dois cotilédones estão presentes 

(dicotiledôneas), o meristema ou a gema apical do caule (plúmula) encontra-se 

entre eles e, quando há apenas um cotilédone terminal (monocotiledôneas), a 

posição da plúmula é considerada lateral. Em sementes de leguminosas, os 

embriões podem apresentar plúmulas em diversos graus de desenvolvimento, de 

acordo com o gênero ou espécie (Beltrati & Paoli 2003). O embrião, envolvido pelo 

tegumento e endosperma, geralmente está protegido da estiagem e de 

predadores e provido de reserva (Raven et al. 1999).  

 

2. GERMINAÇÃO E PÓS-GERMINAÇÃO 
 

O início da germinação das sementes ortodoxas ocorre com a entrada de 

água, embebição, ocorrendo o início de diversos eventos que resultam na 

retomada do crescimento do embrião, com a emergência da radícula através do 

tegumento encerrando o processo (Van Staden et al. 1987, Bewley & Black 1994, 

Taiz & Zeiger 2004).  

A germinação pode ser dividida em três fases: embebição, aumento da 

atividade metabólica e início do alongamento e crescimento do eixo embrionário, 

que resulta na protrusão da radícula (Bewley 1997). Para que a germinação ocorra 

é necessária, portanto, a hidratação das sementes quiescentes, sob condições 

favoráveis ao aumento do metabolismo, dependendo de água, temperatura 

adequada, presença de oxigênio, ausência de substâncias inibidoras e, em 

algumas espécies, condição adequada de luminosidade (Bewley & Black 1994, 

Raven et al. 1999, Taiz & Zeiger 2004). Além destas condições, o aumento do 

metabolismo, assim como a duração desta fase, depende do potencial hídrico da 

semente, que varia entre as diferentes espécies (Castro & Hilhorst 2004). 

A etapa de hidratação é limitante aos vários outros processos fisiológicos 

que ocorrem na semente ortodoxa germinante. Porém, em alguns casos, são 

necessárias mudanças no tegumento para que ocorra a embebição, a fim de 

permitir a entrada da água, que causa a expansão do embrião e do endosperma, 
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rompendo o tegumento e facilitando o processo de germinação (Labouriau 1983, 

Raven et al. 1999).  

O processo de germinação, desta forma, inclui diversos eventos como 

embebição, reativação do metabolismo, aumento na atividade respiratória, 

atividade enzimática e de organelas, síntese de proteínas e ácidos nucléicos, 

hidratação das proteínas, mudanças estruturais subcelulares e alongamento 

celular, que de modo integrado transformam a semente com baixo teor de água e 

metabolismo reduzido em uma semente com metabolismo vigoroso, culminando 

no crescimento do embrião (Bewley & Black 1994).  

Porém, a mobilização intensa das reservas e o crescimento e 

desenvolvimento do embrião e da nova plântula começam somente quando a 

germinação termina, durante o processo chamado de pós-germinação (Bewley & 

Black 1994). 

 

3. RESERVA DAS SEMENTES 

 

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptação aos seus 

respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acúmulo de certos compostos 

de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Estas reservas têm 

basicamente duas funções, que se relacionam com a manutenção e o 

desenvolvimento do embrião até a formação de uma plântula que apresente a 

capacidade de se manter de forma autotrófica (Buckeridge et al. 2004a).  

Há enorme variação na composição de sementes, mas as substâncias 

armazenadas em grande quantidade constituem os carboidratos, os lipídeos e as 

proteínas (Buckeridge et al. 2004a). Os dois primeiros servem como fonte de 

energia para manter processos metabólicos em funcionamento e como fonte de 

carbono para a construção de novos tecidos e células que irão constituir a 

plântula, enquanto as proteínas têm como função armazenar principalmente 

nitrogênio e enxofre, essenciais para a síntese de proteínas, ácidos nucléicos e 
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compostos secundários na plântula em crescimento (Mayer & Poljakoff-Mayber 

1975, Buckeridge et al. 2004a). 

 

3.1. PROTEÍNAS 

 

Leguminosas são conhecidas por serem ricas em nitrogênio, estratégia que 

é desenvolvida no início do seu ciclo de vida e que requer desde cedo, grande 

quantidade desse nutriente, tendo influenciado os tipos de germinação adotados 

por essas espécies, que por sua vez, estão muito relacionadas às estratégias de 

estabelecimento da plântula (Mickey 1994). Dessa forma, as leguminosas são 

conhecidas pelas sementes freqüentemente ricas em nitrogênio, que pode ser 

estocado como proteínas de reserva convencionais ou proteínas tóxicas, 

aminoácidos não protéicos ou outros compostos nitrogenados de defesa. Nesse 

grupo podemos incluir Sesbania virgata (Cav.) Pers., com cerca de 45% do peso 

seco da semente em proteínas (Buckeridge et al. 2004b). 

As proteínas de sementes podem ser divididas em quatro grandes grupos, 

com base na sua solubilidade, de acordo com a classificação de Osborne (1924). 

As albuminas, solúveis em água e diluídas em tampões com pH neutro, 

coaguláveis por aquecimento, apresentam-se em pequenas quantidades em 

algumas sementes, incluindo cereais e legumes. As globulinas, insolúveis em 

água e solúveis em soluções salinas, estão presentes em muitas sementes e 

podem ser facilmente obtidas em forma cristalina. As prolaminas, solúveis em 

álcool (60-90%), mas não em água e nem em soluções salinas. As glutelinas, 

insolúveis em soluções aquosas neutras ou salinas e em álcool, mas podem ser 

extraídas em soluções básicas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a).  

Classificações mais modernas, baseadas na função e relações bioquímicas 

e moleculares, dividem as proteínas em três classes principais. As proteínas de 

reserva, cuja função é armazenar nitrogênio, carbono e enxofre. As proteínas 

estruturais e metabólicas, essenciais para o crescimento e estrutura da semente. 

As proteínas de proteção, que podem conferir resistência a patógenos 
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microbianos, invertebrados ou dessecação (Buckeridge et al. 2004a). Em alguns 

casos, a proteína pode apresentar tanto a função de reserva como a de proteção 

(Bewley 2001). 

Os principais grupos de proteínas de reserva (PR) incluem as quatro 

frações de solubilidade de Osborne. As prolaminas são as principais proteínas de 

reserva em cereais e gramíneas selvagens, as glutelinas estão presentes no trigo, 

milho e em outros cereais, estando relacionadas estruturalmente as prolaminas, 

enquanto as albuminas e globulinas são os principais componentes de reserva da 

maioria das dicotiledôneas (Buckeridge et al. 2004a). Estas últimas são 

classificadas, ainda, em dois grupos que diferem quanto à massa molecular e ao 

coeficiente de sedimentação (S), as vicilinas (7-8S) e leguminas (11-12S) (Bewley 

& Black 1994, Buckeridge et al. 2004a). As leguminas ocorrem geralmente junto 

com as albuminas (2S) (Buckeridge et al. 2004a). Nas sementes de leguminosas, 

o conteúdo de globulina atinge até 70% da reserva total de nitrogênio da semente 

(Bewley & Black 1994).  

As proteínas de reserva estão usualmente presentes em vacúolos de 

reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de 

dicotiledôneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a). 

Os corpos protéicos podem conter somente um tipo de proteína de reserva, como 

por exemplo em leguminosas, que apresentam corpos protéicos contendo 

somente albumina, vicilina, ou legumina, embora muitos parecem conter tanto 

vicilina quanto legumina. Várias enzimas podem estar presentes também nos 

corpos protéicos, e durante a mobilização de reservas outras enzimas podem ser 

adicionadas (Bewley & Black 1994).  

De forma similar aos demais compostos de reserva, a mobilização de 

proteínas inicia com o desenvolvimento do embrião, normalmente suportando o 

crescimento da plântula até que ela se torne autotrófica. Por serem os únicos 

compostos de reserva em sementes que possuem nitrogênio em sua composição, 

as proteínas de reserva ocorrem e são essenciais provavelmente na maioria das 

espécies que possuem sementes (Buckeridge et al. 2004b).  
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A hidrólise das proteínas de reserva aos seus aminoácidos constituintes é 

realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteínas ou 

produzirem pequenos polipeptídeos que são degradados posteriormente por 

peptidases (Bewley & Black 1994). Dessa forma, as proteases podem ser 

classificadas de acordo com sua atividade hidrolítica, em relação à maneira com 

que hidrolisam o substrato (Fig. 1). As endopeptidases atacam ligações peptídicas 

internas ao polipeptídeo, produzindo oligopeptídeos que são reduzidos aos seus 

aminoácidos constitutivos pelas peptidases, aminopeptidases, que atacam o 

terminal amino (N), e carboxipeptidases que atacam o terminal carboxílico (C) do 

peptídeo (Bewley & Black 1994, Müntz et al. 2001). Tanto as aminopeptidases 

quanto as carboxipeptidases são exopeptidases (Bewley & Black 1994).  

 

 

 

Figura 1. Generalização da via de mobilização de proteínas de reserva nos corpos 

protéicos em sementes de dicotiledôneas. A proteína (legumina) é inicialmente atacada 

pelas proteinases A,B (endopeptidases) e C (carboxipeptidase) para produzir peptídeos 

menores e mais solúveis e, finalmente, aminoácidos que são transportados para o 

citoplasma. Oligopeptídeos no citoplasma são atacados por aminopeptidases (Am) e 

peptidases (Ps) produzindo aminoácidos. Estes últimos são convertidos a amidas 

(glutamina e asparagina), as quais são transportadas para o eixo em crescimento 

(Buckeridge et al. 2004b). 
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Em sementes de dicotiledôneas, a hidrólise enzimática das proteínas de 

reserva inicia-se nos corpos protéicos, onde leguminas e vicilinas são 

primeiramente atacadas pelas endopeptidases e carboxipeptidases para produzir 

polipeptídeos menores e mais solúveis e aminoácidos, que são transportados para 

o citoplasma. Oligopeptídeos no citoplasma são atacados por aminopeptidases e 

peptidases (di e tripeptidases) produzindo mais aminoácidos (Osborne 1924, 

Wilson 1986, Bewley & Black 1994, Bewley 2001, Buckeridge et al. 2004b). Estes 

últimos são convertidos a amidas (glutamina e asparagina) e então transportados 

para o eixo em crescimento. Em leguminosas, o principal aminoácido exportado é 

geralmente a asparagina (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004b) (Fig. 1).  

Com o fim da proteólise, os corpos protéicos vazios são fundidos formando 

grandes vacúolos, onde uma variedade de hidrolases é secretada, transformando-

se em vesículas autofágicas responsáveis pela senescência e degradação dos 

tecidos de reserva (Bewley & Black 1994, Thomas et al. 1996, Shewry & Casey 

1999). 

 

3.2. CARBOIDRATOS 

 

As reservas de polissacarídeos podem estar presentes na parede celular 

dos cotilédones e dos endospermas das sementes, sendo denominadas 

polissacarídeos de reserva de parede celular (PRPC) (Reid 1985a, Buckeridge & 

Reid 1996, Buckeridge et al. 2000c).  

Os modelos mais recentes propõem que a parede celular seja uma matriz 

complexa e espessa com diferentes papéis fisiológicos, formada de dois, ou 

muitas vezes, três domínios estruturalmente independentes, mas que interagem 

entre si (McCann & Roberts 1991, Carpita & Gibeaut 1993, Carpita & McCann 

2000).  
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Figura 2. Representação esquemática da parede celular primária (A e B) e das paredes 

de reserva com pectina (C) ou hemicelulose (D), em corte transversal. O domínio protéico, 

que representa menos do que 10% da parede celular, foi omitido (Buckeridge et al. 

2000c). 
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O domínio fundamental da parede celular é formado por microfibrilas de 

celulose, macromolécula orgânica mais abundante da Terra, envolvidas por 

hemiceluloses, que podem estar forte ou fracamente ligadas à celulose por pontes 

de hidrogênio (Alberts et al. 1997, Buckeridge et al. 2000c, Carpita & McCann 

2000) (Fig. 2A e 2B). 

O domínio celulose-hemicelulose, interligado por polímeros de 

hemiceluloses, encontra-se imerso no segundo domínio, formado por uma matriz 

de polissacarídeos ricos em ácidos galacturônicos, a matriz péctica (Cosgrove 

1999, Buckeridge et al. 2000c, Carpita & McCann 2000) (Fig. 2A).  

A rede de celulose e hemicelulose fornece força tensora, enquanto a rede 

de pectina está relacionada com a resistência à compressão (Alberts et al. 1997, 

Jarvis & McCann 2000). O terceiro domínio consiste de proteínas estruturais e 

enzimas, que têm grande importância na mobilização dos carboidratos de reserva 

de parede (Carpita & McCann 2000). 

A parede celular de reserva pode ser vista como variação desse modelo, 

em que um domínio, ou um de seus polissacarídeos, tenha sido depositado em 

maior quantidade em relação aos demais (Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et 

al. 2000c) (Fig. 2C e 2D). Assim, a parede de reserva constitui, possivelmente, 

uma adaptação evolutiva das paredes celulares primárias, que desenvolveram a 

capacidade de armazenar grandes quantidades de carboidratos (Buckeridge & 

Reid 1996). 

A parede de reserva pode acumular polímeros derivados de pectina, como 

os arabinogalactanos ou de hemiceluloses, como galactomananos e xiloglucanos, 

apresentando pouca ou nenhuma quantidade de celulose, juntamente com 

pequenas quantidades de outros polissacarídeos típicos da parede celular 

(Buckeridge et al. 2000c) (Fig. 2C e 2D). 

 A proporção pequena de celulose presente na parede de reserva facilita o 

processo de mobilização, o qual seria consideravelmente mais complexo se 

proporções maiores de celulose estivessem ali presentes (Buckeridge et al. 

2000b). 
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Para caracterizar, quantificar e purificar polissacarídeos de reserva e 

enzimas de parede celular, têm sido feitos estudos utilizando diversas técnicas, 

como a cromatografia, para caracterizar polissacarídeos (Franco et al. 1996) e a 

eletroforese em gel, para detectar enzimas e isoenzimas (Dirk et al. 1995). 

Já métodos que envolvem o uso de anticorpos policlonais específicos têm 

sido utilizados para detectar e localizar os polissacarídeos e as hidrolases 

presentes na parede celular, como o immunoblotting, para detectar enzimas 

(Sekhar & DeMason 1990, Buckeridge & Reid 1994, Lisboa et al. 2006); tissue 

printing, para localizar hidrolases (Toorop et al. 1996, Nonogaki et al. 1998, 

Nonogaki & Morohashi 1999, Nonogaki et al. 2000, McCartney & Knox 2002) e 

métodos imunocitoquímicos, com anticorpos marcados com compostos 

fluorescentes (Orfila & Knox 2000, Leubner-Metzger 2002) ou com ouro coloidal 

(Sekhar & DeMason 1990, Buckeridge et al. 2005, Nikus et al. 2000), para 

localizar tanto polissacarídeos como enzimas. 

 

4. POLISSACARÍDEOS DE RESERVA DE PAREDE CELULAR 

 

Os polissacarídeos de reserva de parede celular (PRPC) (Reid 1985a, 

Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 2000b) são mobilizados após a 

germinação das sementes, durante o desenvolvimento e estabelecimento das 

plântulas, período essencial para que o ciclo de vida das plantas seja completado, 

e seus produtos de degradação são usados para geração de energia e produção 

de matéria-prima para a construção de novos tecidos e células (Mayer & Poljakoff-

Mayber 1975, Reid 1985a). 

Os PRPC são relativamente inertes no que concerne à sua reatividade 

química e apresentam diferentes graus de solubilidade em água. Essas 

características conferem alta compactação e baixa reatividade ao polímero e 

tornam possível a existência de um “compartimento celular”, a parede celular, que 

permite o fluxo de água com um grau de liberdade considerável. Porém, o custo 

metabólico para produzir tais polímeros é alto, pois estes necessitam de um 
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complexo sistema de biossíntese, secreção e montagem no meio extracelular 

(Buckeridge et al. 2000c).  

Esses polissacarídeos, além da função de reserva, desempenham funções 

paralelas associadas à dureza (mananos em endospermas de sementes de 

palmeiras, tomate e alface), relações hídricas (xiloglucanos em cotilédones e 

galactomananos em endospermas de sementes de leguminosas) e no controle da 

expansão celular (galactanos nos cotilédones de lupino e, em menor proporção, 

em sementes de feijão e soja) (Buckeridge et al. 2000c).  

Essas funções secundárias seriam importantes no mecanismo evolutivo 

que levou as plantas a utilizarem polissacarídeos da parede celular como reserva 

de carbono (Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 2000b). Assim, os 

polissacarídeos de reserva teriam passado por etapas de transferência de funções 

ao longo da evolução, que seriam importantes nas transformações que levaram à 

formação da parede de reserva a partir da parede primária (Buckeridge & Reid 

1996, Buckeridge et al. 2000b).  

Os polissacarídeos de reserva presentes na parede celular são 

classificados em três grupos distintos: os mananos, os xiloglucanos e os (arabino) 

galactanos (Buckeridge et al. 2000c). Como a classificação é baseada na estrutura 

e composição, os mananos são subdivididos em mananos puros, glucomananos e 

galactomananos (Buckeridge et al. 2000a), sendo este último apresentado com 

maiores detalhes a seguir.  

 

5. GALACTOMANANOS 

 

Os galactomananos ocorrem tipicamente na parede celular das células do 

endosperma de sementes de Leguminosae, mas também estão presentes em 

sementes de espécies de outras famílias, como Compositae, Convolvulaceae, 

Annonaceae, Malvaceae, Palmae e Umbelliferae (Tookey et al. 1962, Dea e 

Morrison 1975, Guzmán & Hernandez 1982, Buckeridge et al. 2000b).  
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Os primeiros estudos com espécies que armazenam galactomananos em 

suas sementes foram realizados por Nadelmann, em 1890. Este autor reportou a 

presença de galactose e manose em várias espécies, incluindo uma espécie 

tropical, Schizolobium sp., notificando o galactomanano como uma substância 

viscosa (Nadelmann 1890, Buckeridge et al. 2000a). 

 

5.1. Estrutura dos galactomananos 

 

Os galactomananos são constituídos de uma cadeia principal formada por 

unidades de D-manose unidas entre si por ligações glicosídicas β-(1→4), a qual 

unidades de D-galactose estão unidas através de ligações do tipo α-(1→6), 

formando ramificações simples (Moe et al. 1947, Unrau 1961, Somme 1968, Manzi 

& Cerezo 1984) (Fig. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modelo esquemático da estrutura química do galactomanano, mostrando a 

cadeia linear de unidades de manose e suas ramificações com unidades de galactose 

(MAN = manose, GAL = galactose) (Buckeridge et al. 2008). 

 

A razão manose:galactose e a distribuição das unidades de galactose ao 

longo da cadeia principal do manano variam de espécie para espécie, entre 

aproximadamente 1:1 e 4:1, sendo geneticamente controladas e importantes para 

estudos quimiotaxonômicos e evolutivos (Reid & Meier 1970, Bailey 1971, 
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Edwards et al. 1989, Buckeridge & Dietrich 1990, Buckeridge et al. 1995b, 

Buckeridge et al. 2000a). 

Além de constituir excelente parâmetro para estudos taxonômicos, 

utilizados para distinguir as três subfamílias de Leguminosae (Caesalpinioideae, 

Mimosoideae e Faboideae), a razão manose:galactose é, ainda, responsável por 

muitas das propriedades desse polímero, incluindo sua solubilidade e grau de 

interação com moléculas de celulose na estrutura da parede celular (Bailey 1971, 

Buckeridge & Dietrich 1990, Whitney et al. 1998).  

 

5.2. Propriedades dos galactomananos 

 

Os galactomananos, além de serem polissacarídeos de reserva utilizados 

para o crescimento da plântula, exercem um papel importante no controle de 

embebição de água no início da germinação (Reid & Bewley 1979, Buckeridge et 

al. 2000c). Esses polissacarídeos altamente ramificados, por serem solúveis em 

água, formam dispersões viscosas e estáveis, absorvendo, proporcionalmente, 

grande quantidade de água e a distribuindo ao redor do embrião (Reid 1985a, 

Neukom 1989, Buckeridge et al. 2000c).  

O endosperma embebido protege o embrião contra perda de água através 

de um efeito conhecido como “tampão de água”, durante períodos de seca após 

embebição, protegendo-o contra estresse hídrico (Reid & Bewley 1979). 

Comportamento similar pode ser verificado em leguminosas tropicais, como 

Sesbania virgata e Dimorphandra mollis (Buckeridge et al. 1995a, Buckeridge & 

Dietrich 1996, Zpevak 1999).  

Os galactomananos teriam, ainda, a propriedade de conferir dureza e 

resistência física ao endosperma no período de germinação, baseado nas duas 

das principais características dos mananos puros, constrição mecânica à 

protrusão da radícula e proteção contra injúria mecânica (Buckeridge et al. 2000a, 

Lisboa 2003).  
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Essas funções seriam tão importantes e significativas quanto as funções de 

reserva e embebição, sendo que somente após o enfraquecimento do 

endosperma que circunda o embrião, pela ação de enzimas hidrolíticas, a 

degradação das paredes celulares aliviaria a barreira mecânica que constringe o 

alongamento da radícula, ocorrendo a germinação, como observado em 

Lycopersicon sculentum (tomate) (Groot et al. 1988, Nonogaki & Morohashi 1996, 

Toorop et al. 1996, Voigt & Bewley 1996), Cucumis melo (melão) (Welbaum et al. 

1995), Nicotiana tabacum (tabaco) (Leubner-Metzger et al. 1995) e Hordeum 

vulgare (cevada) (Schuurink et al. 1992). 

O grau de ramificação dos mananos define suas relações estrutura-função, 

sendo que quanto menos ramificado o polissacarídeo maior a indicação de que a 

função biológica está relacionada com a dureza e proteção do embrião, enquanto 

que galactomananos mais ramificados são mais solúveis e apresentam 

participação maior em funções como as relações hídricas (Buckeridge et al. 

2000c).  

As funções de reserva e embebição parecem estar associadas quase que 

exclusivamente às leguminosas, enquanto que em espécies não-leguminosas a 

função de dureza e proteção do embrião é mais evidente. É possível, no entanto, 

que a função de dureza esteja ainda preservada em leguminosas, como verificado 

em sementes de S. virgata (Buckeridge et al. 2000c, Lisboa 2003). 

Não se sabe ao certo qual dessas funções é a primária, a de reserva, a de 

controle de embebição ou a de dureza. Sabe-se, porém, que as moléculas de 

galactomananos são multifuncionais, desempenhando suas funções durante fases 

distintas do crescimento e desenvolvimento das plantas (Buckeridge et al. 2000c).  

Confere-se, portanto, uma importância ecológica a esse polissacarídeo na 

germinação das sementes e crescimento da plântula, já que as características da 

semente podem contribuir para diferentes estratégias de adaptação, decorrentes 

provavelmente de um mecanismo de seleção desempenhado durante a evolução, 

permitindo a sobrevivência da planta (Potomati 2000). Essa mesma importância 

ecológica foi atribuída por Reid (1985b) para sementes de leguminosas. 
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Por suas propriedades físico-químicas, os galactomananos apresentam 

considerável importância comercial, principalmente no que se refere à solubilidade 

em água e às soluções viscosas que formam, sendo utilizados em vários setores 

industriais (Buckeridge et al. 2000a, Edwards et al. 2002). Entre esses setores se 

destacam os de alimentos (Glicksmann 1962, Buckeridge et al. 2000a), papel e 

explosivos (Whistler & Smart 1953, Lima et al. 2003), cosméticos (Chudzikowiski 

1971), produtos farmacêuticos (Buckeridge et al. 2000a), dentre outros (Dea & 

Morrison 1975). A goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e a goma caroba 

(Ceratonia siliqua), por exemplo, são usadas na indústria de alimentos como 

espessantes, estabilizadores e agentes geleificantes, sozinhos ou combinados 

com outros polissacarídeos (Dea & Morrison 1975, Reid & Edwards 1995). Nesse 

enfoque, a razão manose:galactose é, também, extremamente importante como 

fator comercial, já que os galactomananos com maior nível de ramificação 

favorecem misturas ou interações comerciais com outros polímeros (Dea et al. 

1977). Os galactomananos de reserva de sementes de espécies brasileiras têm 

sido estudados também do ponto de vista das aplicações biotecnológicas e vêm 

gerando processos e patentes para uso nas indústrias de papel e alimentos 

(Panegassi et al. 2000, Lima et al. 2003, Lisboa 2008). 

 

5.3. Degradação dos galactomananos 

 

A mobilização dos galactomananos é mediada por três enzimas hidrolíticas: 

α- galactosidase (EC 3.2.1.22) - responsável pela quebra das ligações α-(1→6) 

existentes entre as unidades de galactose e manose; endo-β-mananase ou β-1,4-

manano-endo-hidrolase (EC 3.2.1.78) - que atua sobre as ligações do tipo β-(1→4) 

existentes entre as unidades de manose da cadeia principal, reduzindo o manano 

a oligossacarídeos; exo-β-manosidase ou β-manosidase (EC 3.2.1.25) - específica 

para a quebra das ligações β-(1→4) entre as unidades de manose dos 

oligossacarídeos provenientes da ação da endo-β-mananase, liberando manoses 
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livres (Reid & Meier 1972, McCleary & Matheson 1976, McCleary et al. 1982, 

McCleary 1983, Buckeridge et al. 1995a, Buckeridge & Reid 1996, Ademark et al. 

1998, Buckeridge et al. 2000a, Mo & Bewley 2003) (Fig. 4). 

Como a endo-β-mananase em sementes de leguminosas age como a 

mananase de sementes contendo manano puro, as ramificações de galactose na 

cadeia principal de manano interferem em sua ação hidrolítica (Reid & Edwards 

1995). Dessa forma, em espécies como Medicago sativa (alfafa), Cyamopsis 

tetragonolobus e Sesbania virgata, torna-se importante a ação da α-galactosidase, 

desgalactosilando o polímero, anteriormente à ação hidrolítica da endo-β-

mananase e da exo-β-manosidase (McCleary & Mathenson 1975, Buckeridge et 

al. 2000a, Lisboa et al. 2006).  

A importância da α-galactosidase é progressivamente maior em sementes 

que possuem galactomananos com maior grau de ramificação de galactose, 

explicando níveis altos de atividade desta enzima durante a mobilização do 

galactomanano em espécies contendo polímeros altamente ramificados 

(Buckeridge et al. 2000a).  

Em sementes de Lactuca sativa (alface), que possuem pequena quantidade 

de galactose no polímero, a α-galactosidase só pode retirar galactose do produto 

de ação da endo-β-mananase (Leung & Bewley 1983), embora em tomate a α-

galactosidase esteja presente antes do aumento de atividade da endo-β-

mananase e da exo-β-manosidase (Toorop et al. 1996, Feurtado 1999). 

Já a ação hidrolítica da α-galactosidase e da endo-β-mananase controlam a 

ação da exo-β-manosidase, que só pode agir sob o produto das duas enzimas, 

mano-oligossacarídeos desgalactosilados, manobioses e manotrioses, não tendo 

atividade sobre o polímero (McCleary 1983, Buckeridge et al. 2000a, Mo & Bewley 

2002, Mo & Bewley 2003).  
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Figura 4. Modelo esquemático da degradação do galactomanano, mostrando a atividade 

das três enzimas hidrolíticas (Buckeridge & Reid 1996). 
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Até o momento, poucos estudos têm explorado o local onde ocorre a 

síntese das enzimas hidrolíticas, sua migração e localização durante todo o 

processo de germinação e pós-germinação. A camada de aleurona tem sido 

sugerida como suposta responsável pela síntese de enzimas hidrolíticas utilizadas 

para a degradação do galactomanano no endosperma, como verificado em 

sementes de Trigonella foenum-graecum, Cyamopsis tetragonolobus (Reid 1985c) 

e em sementes de Trifolium incarnatum e alfafa (Reid & Meier 1972). Já em 

sementes de Ceratonia siliqua verificou-se que as enzimas são provavelmente 

produzidas nas células endospérmicas (Seiler 1977, Buckeridge et al. 2000a). Em 

sementes de S. virgata, Buckeridge et al. (2000a) propuseram que as enzimas 

poderiam ser produzidas tanto pela camada de aleurona como pelas células do 

endosperma. 

Quanto à migração e localização das enzimas, sabe-se que a atividade da 

mananase aparece inicialmente no endosperma que circunda a radícula e, após a 

emissão da radícula, aumenta no restante do endosperma lateral, estando 

envolvida tanto no processo de germinação quanto em eventos pós-germinativos 

em sementes de tomate (Groot et al. 1988, Nonogaki et al. 1992, Nomaguchi et al. 

1995, Nonogaki & Morohashi 1996, Nonogaki et al. 2000, Mo & Bewley 2002) e de 

S. virgata (Lisboa et al. 2006).  

Assim como a endo-β-mananase, a exo-β-manosidase está presente no 

endosperma que circunda a radícula durante a germinação e no endosperma 

lateral após a germinação de sementes de tomate (Mo & Bewley 2002). Essas 

enzimas parecem ser reguladas similarmente, de maneira temporal (Mo & Bewley 

2003). A α-galactosidase encontra-se, também, presente no endosperma que 

circunda a radícula, no endosperma lateral e no embrião durante e depois da 

germinação em sementes de tomate (Feurtado et al. 2001). 

Nas sementes de alface e Trigonella foenum-graecum a atividade da endo-

β-mananase não é detectada antes da germinação, começando a agir, no entanto, 

imediatamente após a protrusão da radícula, ocorrendo principalmente na região 
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do endosperma próximo ao eixo embrionário (Dirk et al. 1995, Nonogaki & 

Morohashi 1999).  

Devido à presença de múltiplas isoformas da endo-β-mananase, espacial e 

temporalmente distintas durante a germinação e pós-germinação das sementes 

(Dirk et al. 1995), as seqüências e expressões gênicas dessa enzima vêm sendo 

cuidadosamente reportadas, obtendo-se clones de cDNA da enzima em sementes 

de tomate (Bewley et al. 1997, Nonogaki et al. 2000) e de Coffea arabica (café) 

(Marraccini et al. 2001). 

McCleary & Matheson (1974) detectaram múltiplas isoformas da α-

galactosidase nas sementes de Cyamopsis tetragonolobus, embora somente uma 

isoforma esteja associada com o endosperma, hidrolisando galactoses do 

galactomanano (Overbeeke et al. 1989). Assim como DeMason et al. (1992) 

detectaram quatro isoformas da enzima durante o desenvolvimento do 

endosperma de sementes de palmeira.  

Feurtado et al. (2001) sugeriram a existência de pelo menos três isoformas 

da α-galactosidase nas sementes de tomate e, através da obtenção e 

seqüenciamento do cDNA da enzima, demonstraram alta homologia da α-

galactosidase do tomate com outras galactosidases, especialmente com as de 

sementes de café (Zhu & Goldstein 1994). Ainda, em sementes de tomate, a exo-

β-manosidase também foi clonada recentemente durante e após a germinação 

(Mo & Bewley 2002).  

Os estudos moleculares associados aos bioquímicos permitem 

comparações entre as atividades das três enzimas hidrolíticas, e a expressão de 

seus genes (Mo & Bewley 2003). 

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilização do 

galactomanano inicia após a germinação (Buckeridge et al. 2000c). Provavelmente 

essa mobilização seja induzida durante ou depois da germinação por algum fator, 

já que em endospermas de sementes de Trigonella foenum-graecum e Ceratonia 

siliqua, a endo-β-mananases para a primeira espécie e α-galactosidase para 
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ambas as espécies são sintetizadas de novo (Reid & Meier 1973, Seiler 1977, 

Buckeridge et al. 2000c). 

Pela ação das hidrolases, os galactomananos são desmontados até seus 

monossacarídeos constituintes (manose e galactose), que são absorvidos pelos 

cotilédones através de difusão passiva para a galactose e transporte ativo para a 

manose (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2000c). Os mano-

oligossacarídeos produzidos durante a degradação do galactomanano no 

endosperma podem ser em parte transportados para os cotilédones, onde serão 

catabolizados pelas enzimas hidrolíticas, como sugerido em sementes de alface 

(Bewley & Black 1994) e de S. virgata (Buckeridge & Dietrich 1996). 

Ao mesmo tempo em que ocorre a degradação do galactomanano, a 

sacarose é produzida, sendo aparentemente responsável pelo transporte dos 

produtos de degradação da reserva (carbono e energia) até o embrião em 

crescimento, onde são utilizados em vários processos bioquímicos (McCleary & 

Mathenson 1976, McCleary 1983, Buckeridge et al. 2000b, Buckeridge et al. 

2000c).  

Analisando o destino dos produtos de degradação do galactomanano de 

Cyamopsis tetragonolobus, foi detectado no endosperma das sementes a 

atividade das enzimas fosfomanoisomerase e fosfoglucoisomerase, sugerindo a 

epimerização da manose e galactose em glucose através dessas enzimas, para 

uso na síntese de sacarose (McCleary & Mathenson 1976, McCleary 1983, 

Buckeridge et al. 2000b). 

Paralelamente à degradação dos galactomananos no endosperma, ainda, 

ocorre produção e acúmulo de amido transitório nos cotilédones, posteriormente 

degradado durante o crescimento da plântula, servindo como fonte de energia 

para o embrião (Reid 1971, Buckeridge & Dietrich 1996, Tiné 1997, Buckeridge et 

al. 2000a).  

Lisboa et al. (2006) sugerem, em sementes de S. virgata, que existe um 

mecanismo que evitaria a produção dos açúcares redutores em excesso e a 

subseqüente produção de grandes quantidades de sacarose e amido transitório, 
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devido à ação espaçada e momentânea da endo-β-mananase, que possui pH 

ótimo e ponto isoelétrico (pI) idênticos.  

Esse mecanismo teria um papel importante no controle da degradação do 

polímero, já que a distribuição e o transporte dos produtos de degradação seria 

provavelmente mais eficiente, uma vez que pouparia energia e desperdício de 

material orgânico necessário ao crescimento da plântula (Lisboa et al. 2006). Além 

disso, há estudos que demonstram que o embrião exerce um papel importante no 

controle da hidrólise do galactomanano (Zambou & Spyropoulos 1990, Bewley & 

Black 1994). 

 

6. REGULAÇÃO DA DEGRADAÇÃO DAS RESERVAS 

 

É crucial para o ciclo de vida das plantas a utilização efetiva das reservas 

das sementes durante a germinação e estabelecimento da plântula (Cernac et al. 

2006).  

O endosperma das sementes de leguminosas provavelmente está sob 

controle indutor das auxinas e giberelinas (Spyropoulos & Reid 1985). A ação da 

giberelina já foi demonstrada na regulação da germinação de sementes de tomate, 

induzindo o enfraquecimento do endosperma, embora até o momento não pode 

ser verificada a ação indutora do ácido giberélico na degradação de 

galactomananos em Leguminosae, o que sugere que esta família tem um controle 

metabólico diferente (Groot & Karssen 1987, Buckeridge et al. 2000c).  

Sabe-se que o ABA previne a degradação das proteínas de reserva em 

sementes de Arabidopsis thaliana (Garciarrubio et al. 1997), ao passo que 

citocininas causam aumento na atividade das enzimas proteolíticas e na 

mobilização das proteínas em sementes de Cicer arietinum (grão-de-bico) e 

Cucurbita moschata. Em sementes de Ricinus communis (mamona), a hidrólise 

das proteínas de reserva aumenta em presença de giberelina e auxina (Bewley & 

Black 1994).  
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Além do mecanismo hormonal, observou-se que o acúmulo de aminoácidos 

no tecido de reserva, em sementes de Cucumis sativus (pepino), pode inibir a 

atividade de aminopeptidases prevenindo, conseqüentemente, a degradação das 

proteínas, o que torna o embrião importante na regulação da mobilização de 

proteínas de reserva, servindo como dreno dos produtos de degradação, evitando 

assim a inibição da atividade proteolítica através de um mecanismo de feedback 

negativo (Slack et al. 1977, Davies & Chapman 1980, Bewley & Black 1994).  

 

6.1. Efeito do ABA 

 

Além de prevenir a degradação das proteínas de reserva, sabe-se que o 

ácido abscísico (ABA) é um potente inibidor da degradação do galactomanano, e 

está envolvido no mecanismo de regulação dessa mobilização em sementes de 

Ceratonia siliqua (Seiler 1977), alface (Halmer & Bewley 1979), tomate (Groot & 

Karssen 1992), Trigonella foenum-graecum (Reid & Meier 1973, Malek & Bewley 

1991, Kontos & Spyropoulos 1995) e Sesbania virgata (Potomati & Buckeridge 

2002, Tonini et al. 2006). 

A presença do ABA inibe a degradação do galactomanano, interferindo na 

atividade das enzimas hidrolíticas e modulando interações bioquímicas e 

fisiológicas entre o endosperma e embrião durante e após a germinação de 

sementes (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2000a, Potomati & Buckeridge 

2002). Em sementes de café e tomate, observou-se que a atividade da endo-β-

mananase é inibida em presença de ABA, antes e depois da germinação (Leviatov 

et al. 1995, Nomaguchi et al. 1995, Giorgini & Comoli 1996, Nonogaki & Morohashi 

1996, Toorop et al. 1999, Toorop et al. 2000, Amaral da Silva et al. 2004).  

Potomati e Buckeridge (2002) observaram efeito do ABA exógeno sobre o 

processo de degradação dos galactomananos no endosperma de S. virgata, onde 

a utilização desta reserva pelo embrião seria modulada pela presença do 

hormônio, que teria um efeito parcial sobre a atividade da α-galactosidase. 

Somente quando o hormônio é lixiviado ou metabolizado, a transferência de 
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carbono e energia entre os órgãos pode ser iniciada, sendo assim importante no 

estabelecimento da espécie no ambiente (Buckeridge et al. 2000a).  

Sabe-se que o ABA está envolvido, ainda, no mecanismo de dormência das 

sementes, induzindo um retardamento temporal no processo de germinação ou 

inibindo a germinação sob condições desfavoráveis, bem como no mecanismo de 

inibição da germinação precoce e viviparidade (Taiz & Zeiger 2004). Sementes em 

desenvolvimento raramente germinam e, quando a germinação precoce ocorre, 

provavelmente há deficiências na produção ou sensibilidade ao ABA (Black 1991, 

Hilhorst 1995, Karssen 1995).  

A presença de ácido abscísico no tegumento de algumas espécies sugere a 

participação conjunta desse hormônio com o tegumento no mecanismo de 

dormência e no processo de germinação (Bewley & Black 1994, Kontos & 

Spyropoulos 1996, Feurtado et al. 2004, Frey et al. 2004, Tonini et al. 2006). 

Sementes mutantes de tomate deficientes em ABA apresentam um tegumento 

menos resistente contribuindo para uma germinação mais rápida do que em 

sementes selvagens, que respondem diferentemente ao estresse osmótico e à 

dormência, provavelmente devido à presença de mais camadas no tegumento 

(Hilhorst & Downie 1995, Downie et al. 1999). Ainda, foi demonstrado para 

sementes de Ceratonia siliqua que o tegumento pode controlar a produção de 

enzimas hidrolíticas relacionadas à maturação, germinação e mobilização de 

reservas durante o desenvolvimento das sementes (Kontos & Spyropoulos 1996).  

Apesar da influência do ABA ocorrer na maioria das espécies desde a 

maturação da semente, aquisição da tolerância à dessecação, prevenção da 

germinação precoce até a mobilização de reservas (Garciarrubio et al. 1997, 

Finkelstein & Lynch 2000), alguns trabalhos divergem quanto ao efeito do ABA na 

germinação e mobilização de reservas. Berry & Bewley (1991) levantaram uma 

hipótese de que o potencial osmótico, entre o endosperma e o embrião, é muito 

mais importante na regulação da germinação do que o ABA, como observado 

também em grão de bico (Iglesias & Babiano 1997), cevada (Yamada 1984) e 

Oryza sativa (arroz) (Qin 1990).  
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6.2. Efeito do etileno 

 

O etileno é produzido por todas as partes das plantas superiores, sendo a 

taxa de produção dependente do tipo de tecido e do estágio de desenvolvimento 

(Colli 2004). O etileno apresenta a capacidade de quebrar a dormência e iniciar a 

germinação em algumas espécies (Taiz & Zeiger 2004). 

Além deste efeito na dormência, o etileno aumenta a taxa de germinação de 

sementes de várias espécies, modulando o metabolismo celular de maneira a 

promover o alongamento embrionário, como observado em sementes de 

Arabidopsis thaliana (Beaudoin et al. 2000), Amaranthus caudatus (Kepczynski & 

Karssen 1985, Kepczynski & Kepczynska 1997, Bialecka & Kepczynska 2003), 

Arachis hypogea (amendoim) (Ketring & Morgan 1971, 1972), Avena fatua (aveia) 

(Adkins & Ross 1981), Brassica rapa (Puga-Hermida et al. 2006), Chenopodium 

album (Saini et al. 1985 a, b), grão-de-bico (Gallardo et al. 1994), Hyphaene 

thebaica (Moussa et al. 1998), alface (Steward & Freebairn 1969, Negm & Smith 

1978, Abeles 1986, Saini et al. 1989, Nascimento et al. 2004), tabaco (Khalil 

1992), arroz (Gianinetti et al. 2007), Pisum sativum (ervilha) (Gorecki et al. 1991, 

Petruzzelli et al. 1995), Schoenoplectus hallii (Baskin et al. 2003), Spergula 

arvensis (van Staden et al. 1973), Tagetes erecta (Lalonde & Saini 1992), Trifolium 

subterraneum (Esashi & Leopold, 1969) e Xanthium strumarium (carrapicho) 

(Satoh et al. 1984).  

O envolvimento do etileno na promoção da germinação foi observado, 

inicialmente, na década de 20 em algumas espécies de mono e dicotiledôneas. 

Em sementes de alface, por exemplo, a utilização de inibidores da síntese de 

etileno, reduz a taxa de germinação, efeito este revertido, por sua vez, com a 

aplicação deste gás (Colli 2004). Já em sementes de Amaranthus caudatus e 

Cucumis anguria, o etileno é detectado antes da protrusão da radícula, havendo 

um pico de produção visivelmente associado à germinação (Cardoso 2004). De 

fato, na germinação, há um aumento na taxa de produção de etileno durante a 

protrusão de radícula e o desenvolvimento da plântula (Colli 2004). 
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Sabe-se que o etileno e o ABA partilham elementos de transdução de sinal, 

e que o etileno regula negativamente o grau de dormência por suprimir a 

expressão de genes envolvidos na sinalização do ABA (Beaudoin et al. 2000, 

Borghetti 2004). Além disso, verificou-se que o etileno promove a síntese de uma 

proteinase durante a germinação inibida por ABA (Cervantes et al. 1994). Assim, 

Borghetti et al. (2002) demonstraram que a quebra de dormência por etileno 

envolve proteólise seletiva mediada por um complexo multicatalítico proteasoma. 

Dessa forma, tanto o silenciamento de genes envolvidos na dormência como a 

remoção de polipeptídeos inibidores da germinação fazem parte do processo de 

remoção da dormência em sementes (Borghetti 2004). Além disso, tem sido 

sugerido que o etileno estimule a germinação através da inativação do ABA 

(Chiwocha et al. 2005, Vandenbussche & Van Der Straeten 2007). 

Além disso, acredita-se que o etileno possa agir estimulando a síntese ou 

controlando a atividade de enzimas relacionadas à degradação do endosperma, 

dentre estas a α-galactosidase em sementes de Amaranthus caudatus (Bialecka & 

Kepczynska 2007) e a endo-β-mananase em sementes de alface (Cardoso 2004, 

Nascimento et al. 2004, Nascimento et al. 2005) e tomate (Pirrello et al. 2006).  

 

6.3. Efeito dos açúcares 

 

Açúcares como glucose, sacarose e frutose têm uma função essencial no 

metabolismo das plantas (Smeekens 2000). Desta forma, os açúcares atuam 

como fontes de energia e componentes estruturais da célula, afetando uma 

grande variedade de processos, desde o crescimento e desenvolvimento até a 

expressão de diversos genes (Rook & Bevan 2003, Dekkers et al. 2008).  

Como as funções metabólicas e estruturais requerem quantidades 

apropriadas de fontes de carbono, diferentes organismos têm desenvolvido a 

habilidade de “sentir” níveis internos de açúcares, conseqüentemente ajustando 

suas atividades metabólicas e celulares (Price et al. 2003). Os mecanismos pelos 

quais as plantas determinam a disponibilidade de carboidratos (sensibilidade ao 
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açúcar) e regulam as respostas aos açúcares (sinalização dos açúcares), são 

fundamentais durante toda a vida da planta (Rognoni et al. 2007). Desta forma, 

além do papel metabólico, os açúcares parecem ter uma função parecida com a 

dos hormônios (Smeekens 2000, León & Sheen 2003, Rolland et al. 2006, 

Dekkers et al. 2008). 

Embora já tenha sido demonstrado que os açúcares agem como moléculas 

sinalizadoras, pouco se sabe sobre os mecanismos pelo quais as plantas 

respondem a estes (Rognoni et al. 2007).  

Aspectos fisiológicos, bioquímicos e moleculares têm sido utilizados para 

estudar as respostas das plantas aos açúcares (Smeekens 2000, Rolland et al. 

2002) e algumas das estratégias genéticas aplicadas são baseadas no efeito 

inibitório dos açúcares sobre o desenvolvimento pós-germinativo de Arabidopsis 

thaliana. Altas concentrações de açúcares exógenos atrasam a germinação e 

interrompem o desenvolvimento inicial da plântula, prevenindo a expansão dos 

cotilédones e o desenvolvimento de folhas verdadeiras e um sistema de raízes 

extensas (Rognoni et al. 2007).  

O atraso no desenvolvimento da plântula causado pelos altos níveis de 

açúcares pode ser visto como uma regressão do metabolismo, o qual cessa a 

mobilização de reservas das sementes (Gazzarrini & McCurt 2001, Rook et al. 

2001). De fato, sabe-se que a glucose pode retardar a degradação das reservas 

nas sementes (Lu & Hills 2002, To et al. 2002).  

Análises cuidadosas de diversos mutantes sensíveis aos açúcares revelam 

que o atraso no desenvolvimento da plântula causado pelos açúcares é 

amplamente independente do componente osmótico criado pelo tratamento com 

açúcares exógenos. Além disto, estudos recentes têm demonstrado que os 

processos relacionados à sensibilidade aos açúcares não estão associados ao 

papel destes como nutrientes (Rognoni et al. 2007).  

Através de diversos estudos foram encontrados pelo menos três tipos de 

mecanismos de transdução de sinais pela glucose nas plantas: vias dependentes 

da hexoquinase (Jang et al. 1997, Xiao et al. 2000), vias independentes da 
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hexoquinase (Xiao et al. 2000) e vias dependentes da glicólise, que dependem da 

atividade catalítica da hexoquinase (Xiao et al. 2000). Além disso, sabe-se que 

proteínas como quinases e fosfatases estão envolvidas no mecanismo de 

sinalização dos açúcares (Smeekens 2000). 

Desta forma, a sensibilidade aos açúcares pode ser definida pela interação 

entre uma molécula de glucose e uma proteína de tal maneira que um sinal é 

gerado. Este sinal inicia uma cascata de tradução de sinais que resulta em 

respostas celulares como alteração na expressão dos genes e atividades 

enzimáticas (Smeekens 2000). A transdução de sinais induzidos pelos açúcares 

controla a expressão de genes, através de diversos mecanismos, que incluem 

transcrição, tradução, modificação de mRNA e estabilidade de proteínas (Rolland 

et al. 2006). 

Dentro deste contexto, o papel dos açúcares como moléculas sinalizadoras 

altera os programas de germinação e desenvolvimento da plântula, integrados em 

uma complexa rede de fatores ambientais, metabólicos e hormonais (Rognoni et 

al. 2007). 

 

6.4. Interação entre as vias de sinalização 

 

A via de sinalização dos açúcares não opera isoladamente, mas é parte de 

uma rede de regulação celular. Recentes estudos claramente demonstram uma 

interação entre sistemas de sinalização, especialmente entre açúcares e 

fitohormônios (Smeekens 2000). 

Como os açúcares influenciam respostas do desenvolvimento e, ao mesmo 

tempo, como estes se relacionam aos diferentes hormônios regulando diversos 

processos é uma questão importante (Rognoni et al. 2007). 

Tem sido sugerido que entre os fitohormônios, o ABA é o de maior 

importância para a resposta das plantas aos açúcares (Rognoni et al. 2007). 

Dentro deste contexto, as respostas aos açúcares seriam diretamente mediadas 

pelo ABA, pela via de indução da sua biossíntese e pela ativação de alguns genes 
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de sinalização do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Chen et al. 2006). Apesar 

disso, alguns autores acreditam que o ABA não está diretamente envolvido na 

sinalização dos açúcares, mas na regulação da maneira como os tecidos 

respondem aos açúcares (Rook et al. 2001). Outros autores acreditam, ainda, que 

a glucose não age pela via de biossíntese do ABA (Dekkers et al. 2004), sugerindo 

que este açúcar pode retardar a germinação por atrasar o declínio da 

concentração de ABA endógeno (Price et al. 2003), afetando a estabilidade do 

ABA (Dekkers et al. 2004).  

Entretanto, de uma maneira geral, a inibição da germinação das sementes 

de algumas espécies, como Arabidopsis thaliana (Zhou et al. 1998, Price et al. 

2003, Dekkers et al. 2004, Cernac et al. 2006), causada pelos açúcares, seria 

relacionada à indução dos genes de sinalização ou de biossíntese do ABA pelos 

mesmos açúcares (Cheng et al. 2002, León & Sheen 2003, Dekkers & Smeekens 

2007). Conseqüentemente, os tratamentos com açúcares em sementes de 

Arabidopsis, que causam a interrupção do desenvolvimento pós-germinativo da 

semente, também seriam relacionados à via de sinalização do ABA (Dekkers et al. 

2008). De uma maneira independente, os açúcares e o ABA estariam envolvidos 

ainda no controle da mobilização das reservas (Smeekens 2000). 

Um estudo realizado por Li et al. (2006) demonstrou que 14% dos genes 

regulados positivamente pelo ABA eram induzidos em resposta a glucose, 

aproximadamente 100 genes, incluindo genes relacionados ao metabolismo de 

nitrogênio e carbono. Outro grupo de aproximadamente 40 genes era reprimido 

tanto pelo ABA quanto pela glucose.  

Portanto, existem evidências genéticas para uma interação entre a via de 

sinalização do ABA e a via de sinalização de açúcares, bem como de outras 

classes de hormônios vegetais, sendo as respostas ao ABA reguladas 

provavelmente por mais de uma via de transdução de sinal (Taiz & Zeiger 2004). 

Assim, uma complexa rede de regulação integra a sinalização de hormônios e 

nutrientes, onde vários exemplos já foram descritos de interações entre açúcares 

e hormônios, como a auxina (Dewald et al. 1994), citocinina (Jang et al. 1997, 
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Havelange et al. 2000), etileno (Zhou et al. 1998, León & Sheen 2003, Yanagisawa 

et al. 2003, Gagne et al. 2004) e ácido abscísico (Huijser et al. 1999, Finkelstein e 

Lynch 2000).  

No caso do etileno, acredita-se que este hormônio também interage com a 

via de sinalização dos açúcares, porém antagonicamente, controlando o 

desenvolvimento da plântula (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt 2001, 

Rognoni et al. 2007). Além disso, o etileno antagoniza o efeito inibitório da glucose 

durante a germinação das sementes, tendo um papel opositor ao ABA durante a 

germinação (Beaudoin et al. 2000, Price et al. 2003). 

Entretanto, os efeitos do etileno podem ser explicados pelo fato deste 

hormônio agir negativamente como um regulador da ação do ABA, promovendo a 

germinação e o desenvolvimento inicial da plântula (Beaudoin et al. 2000, 

Ghassemian et al. 2000). A via de sinalização do etileno parcialmente reprime a 

biossíntese do ABA ou regula negativamente a sinalização deste hormônio, 

diminuindo a sensibilidade ao ABA endógeno (Ghassemian 2000, Cheng et al. 

2002). Desta forma, a glucose antagoniza a via de sinalização do etileno por ativar 

os genes relacionados a biossíntese e sinalização do ABA (Cheng et al. 2002), 

modulando as respostas ao etileno, de uma maneira dependente do ABA (León & 

Sheen 2003).  

Recentes análises moleculares revelaram diretamente um controle da 

glucose sobre a biossíntese do ABA e sobre os genes de sinalização que 

parcialmente antagonizam a sinalização do etileno durante o desenvolvimento 

inicial da plântula (León & Sheen 2003). Durante a germinação, o ABA pode inibir 

a expressão dos genes relacionados a biossíntese do etileno e a própria produção 

do hormônio (Spollen et al. 2000, Hermann et al. 2007). A diminuição das 

respostas ao ABA e aos açúcares é geralmente acompanhada por um aumento na 

síntese e respostas ao etileno (Finkelstein & Gibson 2001). É possível, também, 

que a glucose possa inibir a via de sinalização do etileno diretamente (Rolland et 

al. 2002).  
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A interação entre as vias de sinalização, particularmente entre ABA, 

açúcares e etileno, é discutida em muitas revisões (Coruzzi & Zhou 2001; 

Gazzarrini & McCourt 2001; Eckardt 2002, Rognoni et al. 2007). Nesta interação, 

os açúcares respondem a dois hormônios – ABA e etileno – de maneiras opostas, 

o etileno agindo como um antagonista às respostas aos açúcares, enquanto o 

ABA promove estas respostas (León & Sheen 2003).  

Sabendo que em sementes de Sesbania virgata o ácido abscísico está 

presente no tegumento e, ainda, que existe um mecanismo de controle da 

degradação das proteínas de reserva e dos galactomananos através deste tecido, 

evitando a produção de açúcares redutores em excesso (Tonini et al. 2006, 2007), 

levantou-se a hipótese de que as vias de sinalização do ABA e dos açúcares 

poderiam estar relacionadas nas sementes desta espécie (Fig. 5). Além disso, foi 

proposto que deveria ocorrer uma via de sinalização de etileno, relacionada à via 

de sinalização dos açúcares, antagonizando a ação do ABA (Fig. 5).  

 

7. A ESPÉCIE Sesbania virgata 

 

Dentre as espécies cujas sementes acumulam galactomananos, encontra-

se Sesbania virgata (Cav.) Pers., pertencente a família Leguminosae (=Fabaceae), 

sub-família Faboideae (=Papilionoideae), tribo Robinieae (Lavin 1987, Judd et al. 

1999, Kissmann & Groth 1999). Entre as plantas fanerógamas, Leguminosae 

consiste na terceira maior família, depois da Asteraceae (Compositae) e 

Orchidaceae, com cerca de 670 gêneros e 17.500 espécies (Kissmann & Groth 

1999).  
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Figura 5. Hipótese de ação dos hormônios (ABA e etileno), relacionada à via de 

sinalização dos açúcares (glucose, frutose e sacarose), sobre a degradação dos 

galactomananos e das proteínas através das enzimas hidrolíticas em sementes de 

Sesbania virgata. 
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7.1. Sinônimos e nomes vulgares 

 

A espécie tem como sinônimos Aeschynomene virgata Cav., Coronilla 

virgata (Cav.) Willd. e Sesbania marginata Benth. (Kissmann & Groth 1999), sendo 

S. virgata o nome taxonomicamente correto, segundo a Lei de Prioridade do 

Código Internacional de Nomenclatura Botânica (Greuter et al. 2003).  

O nome “virgata”, um adjetivo latino que quer dizer “cheio de varas”, deve-

se ao caule cilíndrico e ramificado da planta (Kissmann & Groth 1999). No entanto, 

muitos trabalhos que se referem à degradação do galactomanano têm utilizado o 

nome de S. marginata para a espécie estudada (Buckeridge & Dietrich 1996, 

Buckeridge et al. 2000a).  

Popularmente a espécie tem sido chamada de “angiquinho-grande” ou 

“angiquinho-gigante”, ou mesmo “feijão-do-mato” no interior do Paraná (Kissmann 

& Groth 1999, Lisboa 2003). 

 

7.2. Origem e distribuição 

 

 A Planta é nativa do Paraguai, Uruguai, norte e nordeste da Argentina e do 

sul do Brasil, onde ainda se encontra presente. Ocorre em locais muito úmidos ou 

alagados, principalmente em solos modificados e, apesar de sua presença não ter 

sido muito intensa, desequilíbrios no manejo das áreas podem determinar um 

aumento no seu número de espécimes (Kissmann & Groth 1999).  
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Figura 6. Espécime de Sesbania virgata (Cav.) Pers. Fig. 6A. Vista geral de um arbusto 

da espécie. Fig. 6B. Ramo com flor. Fig. 6C. Ramo com frutos maduros. Fig. 6D. Detalhe 

da flor. Fig. 6E. Detalhe do fruto maduro com as sementes.  
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7.3. Características gerais 

 

Planta pioneira, infestante, perene, reproduzida por semente, com hábito 

arbustivo, podendo atingir de 2 a 4 m de altura (Fig. 6A). Pode apresentar o 

florescimento e frutificação já com 40cm de altura, com diversos surtos de 

florescimento por ano (Fig. 6B e 6C). Suas flores são pequenas e amarelas (Fig. 

6D). Os frutos consistem em legumes indeiscentes, corticosos, subarticulados, 

com pseudo-septos, e contém de 4-8 sementes reniformes, lateralmente um 

pouco comprimidas, com tegumento relativamente espesso e embrião axial curvo 

(Fig. 6E). A unidade de dispersão são os frutos indeiscentes, que flutuam na água 

(Kissmann & Groth 1999). 

 

7.4. Justificativa para o uso da espécie 

 

Além de serem de grande importância ecológica e comercial, as sementes 

de S. virgata são um modelo bastante conveniente para o estudo da germinação e 

degradação dos galactomananos devido à praticidade de trabalhar com sementes 

que podem ser armazenadas por anos sem a perda de viabilidade, podendo ser 

embebidas a qualquer momento em que se deseje realizar um experimento; a 

grande quantidade de sementes produzidas por indivíduo, o que propicia uma 

grande quantidade de material para trabalhar; a grande regularidade de 

comportamento observada em diversas teses e experimentos realizados em nosso 

grupo de pesquisa, algo pouco comum entre sementes de plantas nativas; o 

tamanho das sementes, que são pequenas o suficiente para permitir a realização 

de experimentos em placas de Petri e, ao mesmo tempo, são grandes o suficiente 

para permitir a manipulação individual para a separação dos diferentes tecidos. 
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OBJETIVOS 

 

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito do ácido abscísico 

e do etileno, juntamente com o tegumento, sobre a degradação das proteínas de 

reserva e dos galactomananos e investigar possíveis relações que estes 

hormônios possam ter com a via de sinalização dos açúcares, a fim de 

compreender os mecanismos de controle durante e após a germinação de 

sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. Para tanto buscou: 

 

• Determinar em que ponto do metabolismo a semente se encontra em 

relação à produção das enzimas hidrolíticas, especificamente da α-

galactosidase (há mRNAs prontos? Proteínas?), durante a degradação das 

reservas, e supostamente os tecidos envolvidos nesta produção; 

• Relacionar a síntese de novo ou a ativação da α-galactosidase à ação do 

ABA e do etileno durante a degradação das reservas; 

• Relacionar a ação do ABA e do etileno ao controle do tegumento durante a 

degradação das reservas através das enzimas hidrolíticas; 

• Detectar os níveis de ácido abscísico e etileno endógeno nos diferentes 

tecidos sob influência dos açúcares durante a germinação e degradação 

das reservas, relacionando a via de sinalização dos hormônios à via de 

sinalização de açúcares; 

• Detectar o nível endógeno de glucose e sacarose nas sementes durante a 

germinação e degradação das reservas, relacionando à concentração de 

ABA e etileno endógeno das sementes. 
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CAPÍTULO 1 
 

 

CONEXÃO ENTRE OS PROCESSOS DE DEGRADAÇÃO DAS 

RESERVAS DE PROTEÍNAS E CARBOIDRATOS EM SEMENTES 

DE Sesbania virgata (CAV.) PERS. 
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1. Resumo 

 

Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. acumulam suas reservas de 

carbono no endosperma na forma de um polissacarídeo de parede celular, o 

galactomanano. A mobilização deste ocorre após a germinação e envolve três 

enzimas hidrolíticas (α-galactosidase, endo-β-mananase e exo-β-manosidase). 

Além da reserva de carbono, há uma grande quantidade de corpos protéicos, no 

citoplasma das células endospérmicas, que constituem a principal reserva de 

nitrogênio nestas sementes. Para que ocorra a correta distribuição dos produtos 

de degradação das reservas deve haver sincronização entre os processos de 

degradação das reservas de carbono e nitrogênio, porém para compreender tais 

mecanismos, é necessário estudar aspectos do controle da produção e ação das 

enzimas responsáveis pela hidrólise das reservas. Buscando determinar em que 

ponto do metabolismo a semente de S. virgata se encontra em relação à produção 

destas enzimas hidrolíticas, durante e após a germinação, e supostamente os 

tecidos envolvidos nesta produção, sementes desta espécie foram embebidas em 

actinomicina-D (inibidor de transcrição) e cicloheximida (inibidor de tradução) e os 

efeitos destes inibidores verificados através da atividade e detecção da α-

galactosidase no tegumento e endosperma destas sementes. Como a presença 

de actinomicina-D e cicloheximida não inibiram a produção e a atividade da α-

galactosidase no endosperma durante e após a germinação, sugere-se que a 

produção desta enzima ocorra principalmente durante a maturação, sendo 

supostamente armazenada nos corpos protéicos presentes no endosperma até o 

período pós-germinativo. Aparentemente, a partir deste período a enzima pré-

formada seria processada e ativada, para conseqüente degradação dos 

galactomananos, através de um processo proteolítico, visto que foram detectadas 

diversas isoformas da α-galactosidase, com pesos moleculares e distribuição 

temporal distintos durante e após a germinação. Ainda, como a presença de 

actinomicina-D e cicloheximida não inibiram o processamento proteolítico da α-

galactosidase, pelo contrário, intensificaram a produção de isoformas da enzima, 
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sugere-se a participação de proteases também formadas durante a maturação, 

que seriam ativadas no período germinativo, e auxiliariam na regulação da 

atividade da α-galactosidase durante e após a germinação. Em contrapartida, 

como a presença de actinomicina-D e cicloheximida inibiram a degradação das 

proteínas de reserva no tegumento e endosperma e, inclusive, induziram a 

atividade da α-galactosidase nestes tecidos no final do processo de degradação 

dos galactomananos, sugere-se a síntese de novo de proteases durante e após a 

germinação e a relação íntima destas enzimas com a degradação das proteínas 

de reserva e da α-galactosidase no final do processo de degradação dos 

galactomananos, a fim de evitar o excesso de açúcares redutores no tecido e a 

produção de sacarose. Estas evidências sugerem que a mobilização de reservas 

de carbono (galactomananos) no endosperma de sementes de S. virgata deve 

estar relacionada à mobilização das reservas de nitrogênio (proteínas) no mesmo 

tecido, possivelmente garantindo o afluxo sincrônico de compostos carreadores 

dos dois macronutrientes (C e N) para o desenvolvimento da plântula.  

 

2. Introdução 

 

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptação aos seus 

respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acúmulo de certos compostos 

de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Há enorme variação na 

composição de sementes, mas as substâncias armazenadas em grande 

quantidade constituem os carboidratos e as proteínas (Buckeridge et al. 2004a).  

As sementes de leguminosas são conhecidas por serem ricas em proteínas 

de reserva. Nesse grupo podemos incluir Sesbania virgata (Cav.) Pers., com cerca 

de 45% do peso seco da semente em proteínas (Buckeridge et al. 2004b). S. 

virgata é uma planta com hábito arbustivo que ocorre principalmente em regiões 

úmidas ou alagadas, como na galeria de florestas de regiões Neotropicais, e está 

associada com os primeiros estágios da sucessão ecológica (Kissmann & Groth 

1999, Potomati & Buckeridge 2002). 
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As proteínas de reserva estão usualmente presentes em vacúolos de 

reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de 

dicotiledôneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a, 

Tonini et al. 2006). Além disso, várias enzimas podem estar presentes também 

nos corpos protéicos, e durante a mobilização de reservas outras enzimas podem 

ser adicionadas (Bewley & Black 1994).  

A hidrólise das proteínas de reserva aos seus aminoácidos constituintes é 

realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteínas ou 

produzirem pequenos polipeptídeos que são degradados posteriormente por 

peptidases (Bewley & Black 1994). Além de possuírem a função de reserva, as 

proteínas podem ser essenciais para o metabolismo e estrutura da semente e, 

ainda, conferir resistência a patógenos microbianos, invertebrados ou dessecação 

(Buckeridge et al. 2004a).  

Quanto às reservas de carboidratos, sementes de diversas espécies de 

leguminosas são conhecidas por acumular galactomananos na parede celular dos 

endospermas das sementes, sendo denominados polissacarídeos de reserva de 

parede celular (PRPC) (Reid 1985a, Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 

2000b, Buckeridge et al. 2004a).  

Além de serem polissacarídeos de reserva, exercem um papel importante 

no controle de embebição de água no início da germinação, absorvendo 

proporcionalmente grande quantidade de água e a distribuindo ao redor do 

embrião, protegendo-o contra a perda de água (Reid & Bewley 1979, Buckeridge 

et al. 2000c). Ainda, conferem dureza e resistência física ao endosperma no 

período de germinação, sendo importante na modulação da constrição mecânica à 

protrusão da radícula (Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).  

Os galactomananos são constituídos de uma cadeia principal formada por 

unidades de D-manose unidas entre si por ligações glicosídicas β-(1→4), a qual 

unidades de D-galactose estão unidas através de ligações do tipo α-(1→6), 

formando ramificações simples (Moe et al. 1947, Unrau 1961, Somme 1968, Manzi 

& Cerezo 1984).  
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Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilização do 

galactomananos inicia após a germinação (Buckeridge et al. 2000c, Tonini et al. 

2006), sendo mediada por três enzimas hidrolíticas: α- galactosidase (EC 

3.2.1.22), endo-β-mananase (EC 3.2.1.78) e exo-β-manosidase (EC 3.2.1.25) 

(Reid & Meier 1972, McCleary & Matheson 1976, Buckeridge & Dietrich 1996). 

Como as ramificações de galactose na cadeia principal interferem na ação 

hidrolítica da endo-β-mananase sobre a cadeia de manano, torna-se importante a 

ação da α-galactosidase, desgalactosilando o polímero, anteriormente à ação 

hidrolítica da endo-β-mananase, e mesmo da exo-β-manosidase (Reid & Edwards 

1995, Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).  

A camada de aleurona tem sido sugerida como suposta responsável pela 

síntese de enzimas hidrolíticas utilizadas para a degradação do galactomanano no 

endosperma, como verificado em sementes de Trigonella foenum-graecum, 

Cyamopsis tetragonolobus (Reid 1985b) e em sementes de Trifolium incarnatum e 

Medicago sativa (alfafa) (Reid & Meier 1972). Já em sementes de Ceratonia 

siliqua verificou-se que as enzimas são provavelmente produzidas nas células 

endospérmicas (Seiler 1977, Buckeridge et al. 2000a). Em sementes de S. virgata, 

Buckeridge et al. (2000a) propuseram que as enzimas poderiam ser produzidas 

tanto pela camada de aleurona como pelas células do endosperma. 

Ainda, nessa mesma espécie, o tegumento parece ter um papel importante 

durante a mobilização das reservas, provavelmente controlando a produção, 

modificação e/ou armazenamento das enzimas hidrolíticas (Tonini et al. 2007). 

Kontos & Spyropoulos (1996) sugeriram que o tegumento pode controlar a 

produção de enzimas hidrolíticas, como a α- galactosidase e a endo-β-mananase, 

no endosperma de sementes de Ceratonia siliqua. Assim, como em sementes de 

Lycopersicon esculentum (tomate), na qual verificou-se um efeito inibitório do 

tegumento na produção da endo-β-mananase (Nonogaki et al. 1992, Nomaguchi 

et al. 1995). 
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Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi determinar em que ponto do 

metabolismo a semente de S. virgata se encontra em relação à produção das 

proteínas, especificamente à da α-galactosidase (transcrição do gene ou tradução 

do mRNA), antes da germinação e durante a degradação dos galactomananos no 

período pós-germinativo, e supostamente os tecidos envolvidos nesta produção. 

 

3. Material 

 

Foram utilizadas sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. obtidas de 

frutos colhidos de diversas plantas localizadas na região urbana de São Bernardo 

do Campo, São Paulo. 

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias 

após a antese, baseando-se na coloração. Os frutos colhidos apresentavam 

coloração escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as 

sementes apresentavam coloração castanha, com 5 - 7,5 mm de comprimento por 

cerca de 4 mm de largura e 2,6 - 3mm de espessura, com aproximadamente 7,5% 

de teor de água e 0,07 g de matéria seca.  

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas 

percentagens de germinação (80%) até 5 anos após a coleta, quando as 

sementes forem armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente.  

 

4. Métodos 

 

Após o beneficiamento dos frutos, as sementes quiescentes foram 

escarificadas mecanicamente com lixa e incubadas sobre papel de filtro em placas 

de Petri (9 cm de diâmetro) contendo 0,5 mL de solução/semente, em condições 

de 12h de luz e temperatura de aproximadamente 25 oC. As sementes foram 

embebidas em água, em solução de actinomicina-D 0,2.10-4 M (Ketelaar et al. 

2002) e em solução de cicloheximida 0,5.10-4 M (Gubler et al. 1995, Brandstatter & 

Kieber 1998). 
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4.1. Efeito de inibidores de transcrição e tradução sobre a degradação 

das reservas, produção e atividade das hidrolases (α-galactosidase) 

 

As sementes embebidas em água (controle), actinomicina-D (inibidor de 

transcrição) e cicloheximida (inibidor de tradução) foram coletadas 15 horas após 

a embebição, período germinativo no qual a semente apresenta aproximadamente 

20% de teor de água, e do segundo ao quinto dia após a embebição, período pós-

germinativo no qual a semente apresenta aproximadamente de 45 a 60% de teor 

de água e que abrange o início e a degradação intensa das reservas. Essas 

sementes coletadas foram dissecadas, separando o tegumento e/ou o 

endosperma, e os tecidos submetidos aos experimentos descritos a seguir. 

 

4.1.1. Determinação do peso seco do endosperma 
 

Os endospermas isolados das sementes coletadas (5 sementes por 

tratamento a cada dia, com três repetições) foram secos em estufa a 80 oC até 

peso constante, a fim de comparar através do peso seco a degradação dos 

galactomananos durante o período de germinação e pós-germinação sob a 

influência dos inibidores mencionados. 

 

4.1.2. Extração e determinação das proteínas totais e da atividade das 

hidrolases (α-galactosidase) 

 
O tecidos isolados, tegumento e endosperma, das sementes coletadas (10 

sementes por tratamento a cada dia, com três repetições) foram macerados 

usando nitrogênio líquido, homogeneizados em tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,8 e 

deixados em repouso por 30 minutos em câmara fria (5 oC). Após o repouso, os 

extratos foram centrifugados a 13.000 g por 5 minutos e o sobrenadante 

submetido à dosagem de proteínas e de atividade da α-galactosidase.  
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Para a dosagem de proteína, utilizou-se 20 ou 40 μL de amostra, 

dependendo do extrato, e 200 μL de reagente (Bio Rad), completando o volume 

com água destilada para 1 mL. As leituras das absorbâncias foram feitas em 

espectrofotômetro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (λ) de 595 nm 

(Bradford 1976). 

Para a análise da atividade de α-galactosidase, os sobrenadantes foram 

ensaiados utilizando-se o substrato sintético específico p-nitrofenil-α-D-

galactopiranosídeo (Reid & Meier 1973). Para a referida dosagem utilizou-se 5, 10 

ou 20 μL de amostra, dependendo do extrato, acrescida de 10 μl de solução 

tampão acetato de sódio 1 M pH 5,0 e 10 μL do substrato específico, incubando-

se por 20 minutos em banho-maria a 45 oC. A atividade enzimática foi 

interrompida com 1 mL de solução Na2CO3 0,1 N e as leituras das absorbâncias 

feitas em espectrofotômetro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (λ) de 

405 nm.   

 

4.1.3. Detecção das hidrolases (α-galactosidase) 

 

Os endospermas isolados das sementes coletadas (30 sementes por 

tratamento a cada dia) foram macerados usando nitrogênio líquido, 

homogeneizados em tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,8 e deixados em repouso por 

30 minutos em câmara fria (5 oC). Após o repouso, os extratos foram centrifugados 

a 13.000 g por 5 minutos e o sobrenadante submetido à dosagem de proteínas 

através do método de Bradford (1976).  

A partir da dosagem de proteínas, foram retirados de cada extrato volumes 

que continham o equivalente a 50 μg de proteínas, que foram dialisados, 

liofilizados e resuspensos em tampão de amostra (Laemmli Sample Buffer), 

específico para eletroforese, com adição de β-mercaptoetanol. 

As amostras resuspensas foram aquecidas em banho-maria a 95 oC por 5 

minutos, centrifugadas a 13.000 g por 2 minutos e, então, submetidas à 
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eletroforese em SDS-PAGE (Laemmli 1970, Hames 1990, Weber & Osborn 1969). 

As proteínas obtidas através da eletroforese foram transferidas para membranas 

de nitrocelulose, para detecção da α-galactosidase por Western Immunoblotting 

(Buckeridge & Reid 1994).  

 

4.1.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
 

A análise qualitativa das proteínas foi feita através de eletroforese em gel 

de poliacrilamida sob condições desnaturantes, em presença de dodecil sulfato de 

sódio (SDS-PAGE), empregando-se um sistema descontínuo, baseado no método 

descrito por Laemmli (1970).  

As eletroforeses foram feitas em mini-géis de 0,75 mm de espessura (9 X 6 

cm), contendo 12% de acrilamida, montados em cuba vertical de eletroforese 

modelo mini-protean (Bio-Rad). Durante a corrida foi mantida corrente constante 

de 60 mA por cerca de 120 minutos, tempo necessário para o marcador alcançar a 

extremidade inferior do gel.  

Para revelação das proteínas, após a corrida, o gel foi imerso em solução 

de Coomassie Brilliant Blue R250 0,1% dissolvido em ácido acético:metanol:água 

(1:4:5 - v/v/v), durante 1 hora a temperatura ambiente e sob agitação contínua. Em 

seguida, o gel foi mantido em solução descorante, ácido acético:metanol:água 

(1:4:5 - v/v/v), sob agitação contínua e trocas freqüentes da solução (Hames 

1990).  

A determinação do peso molecular das bandas de proteínas do gel foi feita 

pelo cálculo do Rf da proteína de interesse e sua localização na curva de 

calibração traçada com os valores de Rf das proteínas marcadoras versus o log de 

seus pesos moleculares, conforme Weber & Osborn (1969). Os marcadores de 

peso molecular utilizados foram a miosina (195 kDa), β-galactosidase (111,6 kDa), 

albumina de soro bovino (59,4 kDa), anidrase carbônica (30 kDa), inibidor de 

tripsina de soja (24,7 kDa), lisozima (12,5 kDa) e aprotinina (6,4 kDa), adquiridos 

da Bio-Rad. 
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4.1.3.2. Western immunoblotting 
 

Depois da separação por SDS-PAGE, as proteínas foram transferidas para 

uma membrana de nitrocelulose de 2 a 4 horas em solução de transferência, 

contendo Tris-glicina em tampão metanol (20%) 40 mM pH > 8,0, usando corrente 

constante de 400 mA. Após a transferência das proteínas, a membrana foi 

incubada por uma hora em solução de ferrocianeto de potássio 100 mM, para 

inibir a atividade da peroxidase da semente (Guéra & Sabater 2002), e, então, 

passou por todo o processo de imunolocalização descrito a seguir, adaptado de 

Buckeridge & Reid (1994).  

As membranas foram incubadas por 3 horas em solução de bloqueio 

contendo 0,1% de gelatina, 1% de BSA em tampão fosfato salino (PBS) 0,1M pH 

7,0, contendo algumas gotas de Tween 20. Posteriormente, foram incubadas 

durante uma noite em solução contendo anti-α-galactosidase, diluído 1:200 em 

PBS, anticorpo que foi preparado em coelhos contra α-galactosidase de sementes 

de guar. Em testes preliminares determinou-se que há reação cruzada do 

anticorpo com as enzimas de sementes de S. virgata.  

Depois da incubação com o anticorpo, as membranas foram lavadas com 

Tris-HCl 50 mM pH 7,4 quatro vezes, por 10 minutos cada e, então, incubadas 

uma hora em solução contendo anti-imunoglobulina de coelho retirado de cabra, 

conjugado com peroxidase, diluído 1:200 em PBS. Após a incubação, as 

membranas foram novamente lavadas com Tris-HCl 50 mM pH 7,4 quatro vezes, 

durante 10 minutos cada.  

Após a lavagem, as membranas foram mantidas em agitação constante e a 

elas foi adicionado diaminobenzidina - DAB (0,05 g em 100 mL de Tris-HCl 50 mM 

pH 7,4), seguido pelo peróxido de hidrogênio 0,03%. A reação foi interrompida 

com lavagem das membranas com água, podendo ser, então, visualizada as 

bandas da α-galactosidase, caracterizada por coloração acastanhada. 
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5. Resultados/ Discussão 

 

5.1. Efeito de inibidores de transcrição e tradução sobre a degradação 

das reservas 

 

Para comparar a degradação dos galactomananos, durante e após a 

germinação, entre as sementes embebidas em água (controle), em actinomicina-D 

e em cicloheximida, foi avaliada a taxa de germinação, através da protrusão da 

radícula, a massa fresca das sementes intactas e a massa fresca e seca do 

endosperma dessas sementes. 

Analisando a porcentagem de germinação ao longo do período, observou-

se que a germinação completa das sementes ocorreu somente no segundo dia 

após a embebição, tanto no controle como nos tratamentos, não havendo 

aparentemente influência dos inibidores de transcrição e tradução sobre o 

processo germinativo (Fig. 1). Sabe-se que em um contexto fisiológico e 

bioquímico, a germinação compreende o conjunto de eventos que ocorre durante 

a embebição da semente e se estende até a protrusão da radícula (Bewley & 

Black 1994), e que o processo germinativo em sementes de Sesbania virgata 

ocorre até o segundo ou terceiro dias após a embebição (Buckeridge & Dietrich 

1996, Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2007). 

Quanto à variação de massa fresca das sementes ao longo do mesmo 

período, observou-se um aumento gradativo nos valores de massa fresca das 

sementes durante e após a germinação, tanto no controle como nos tratamentos, 

apesar das sementes embebidas em cicloheximida terem apresentado massa 

fresca menor, quando comparadas com as sementes embebidas em água e em 

actinomicina-D, no segundo dia após a embebição (Fig. 2A).  
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Figura 1. Taxa de germinação em sementes de S. virgata, após 15 horas de embebição e 

do segundo ao quinto dia após a embebição em água (controle), actinomicina-D (0,2.10-4 

M) e cicloheximida (0,5. 10-4 M). Os valores representam a média de três repetições. 

 

 Em contrapartida, o endosperma apresentou um aumento nos valores de 

massa fresca somente até o segundo dia após a embebição em água e 

actinomicina-D e até o terceiro dia após a embebição em cicloheximida (Fig. 2B). 

Na presença de cicloheximida, observou-se um retardamento no aumento da 

massa fresca do endosperma, que se refletiu no segundo dia após a embebição 

(Fig. 2B). A partir do terceiro dia ocorreu uma diminuição gradativa nos valores de 

massa fresca do endosperma das sementes embebidas com actinomicina-D e 

cicloheximida, enquanto no controle a diminuição significativa destes valores 

ocorreu somente a partir do quarto dia após a embebição (Fig. 2B). Apesar desta 

diferença, os valores de massa fresca foram significativamente semelhantes entre 

os tratamentos no terceiro, quarto e quinto dias após a embebição (Fig. 2B). 
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Figura 2. Massa fresca (g) das sementes íntegras (A) e massa fresca (B) e seca (g) (C) 

dos endospermas isolados de sementes de S. virgata, após 15 horas de embebição e do 

segundo ao quinto dia após a embebição em água (controle), actinomicina-D (0,2.10-4 M) 

e cicloheximida (0,5. 10-4 M). Os valores representam a média de três repetições. (* = os 

tratamentos diferem do controle pelo teste de LSD a 5%, p=0,05). 
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As diferenças entre os tratamentos também foram observadas nos valores 

de massa seca do endosperma durante a germinação (Fig. 2C). Enquanto o 

endosperma de sementes embebidas em água e actinomicina-D manteve massa 

seca constante até o terceiro dia após a embebição, a massa seca do 

endosperma das sementes embebidas em cicloheximida apresentou uma 

diminuição no segundo dia após a embebição (Fig. 2C).  

Dessa forma, o endosperma das sementes embebidas após dois dias em 

cicloheximida apresentou massa seca menor do que aquelas do endosperma das 

sementes embebidas em água e em actinomicina-D, assim como observado na 

massa fresca das sementes intactas e do endosperma (Fig. 2). A partir do terceiro 

dia após a embebição, todos os tratamentos apresentaram diminuição gradativa 

da massa seca do endosperma, atingindo valores próximos a zero no quinto dia 

após a embebição (Fig. 2C).  

Esta diminuição nos valores de massa seca do endosperma a partir do 

terceiro dia após a embebição (Fig. 2C), está diretamente relacionada com a 

degradação dos galactomananos presentes neste tecido. Já que a mobilização 

das reservas e o crescimento e desenvolvimento do embrião e da nova plântula 

começam somente quando a germinação termina, durante o processo chamado 

de pós-germinação (Bewley & Black 1994), e que a degradação intensa dos 

galactomananos em sementes de S. virgata ocorre entre o terceiro e quinto dias 

após a embebição (Buckeridge & Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000b, Tonini et 

al. 2006).  

Como a diminuição dos valores de massa fresca do endosperma também 

ocorreu a partir do terceiro dia (Fig. 2B), relaciona-se esta diminuição a perda de 

massa seca do tecido e, conseqüentemente, a degradação dos galactomananos, 

não podendo ser relacionado à perda de água pela semente. Já o aumento de 

massa fresca das sementes intactas durante todo o período germinativo e pós-

germinativo (Fig. 2A), deve estar relacionado à absorção de água durante a 

germinação e crescimento do embrião durante e após a germinação. Sabe-se que 

o aumento nos valores de massa fresca das sementes se deve à absorção de 
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água durante a germinação e ao alongamento e crescimento do embrião durante e 

após a germinação (Bewley & Black 1994, Taiz & Zeiger 2004). 

Quanto à influência dos inibidores de transcrição e tradução, sugere-se que 

a presença de cicloheximida tenha induzido a degradação do endosperma e, 

conseqüentemente, dos galactomananos durante a germinação, causando a 

diminuição de massa seca do endosperma já no segundo dia após a embebição, 

que se refletiu nos valores de massa fresca do endosperma e da semente como 

um todo (Fig. 2).  

Sabendo que a auxina, em leguminosas, e a giberelina, no caso de cereais, 

estão envolvidas no controle de mobilização de reservas do endosperma de 

diversas sementes, ativando a transcrição dos genes que originam as hidrolases 

(Taiz & Zeiger 2004, Buckeridge et al. 2004b), e que a expressão de diversos 

genes primários de resposta a estes hormônios podem ser induzidos por 

cicloheximida (Theologis et al. 1985, Van Der Zaal et al. 1987, Franco et al. 1990, 

Li et al. 1994, Abel et al. 1995, Gubler et al. 1995, Koshiba et al. 1995, Abel & 

Theologis 1996, Roux & Perrot-Rechenmann 1997, Hsieh et al. 2000, Laskowsky 

et al. 2002), sugere-se que a presença de cicloheximida durante a embebição das 

sementes de S. virgata possa ter induzido a produção ou ativação das enzimas 

hidrolíticas relacionadas à degradação das proteínas de reserva e dos 

galactomananos durante a germinação, através da indução de genes primários 

relacionados à via de sinalização da auxina e/ou giberelina.  

Como concentrações idênticas à utilizada neste trabalho foram capazes de 

induzir a expressão de um gene relacionado a giberelina em sementes de 

Hordeum vulgare (cevada) (Gubler et al. 1995), seria possível em sementes de S. 

virgata um efeito similar da cicloheximida sobre a expressão dos genes primários, 

estimulando a produção ou ativação das enzimas. 

A síntese de novo de enzimas seria possível mesmo na presença de 

cicloheximida, já que a concentração utilizada do hormônio não é capaz de 

bloquear totalmente a síntese das proteínas. Em estudos com alfafa, foi 

demonstrado que somente uma concentração de cicloheximida três vezes maior 



 

 72

do que a utilizada neste trabalho é capaz de inibir 90% da tradução dos mRNAs 

(Monroy et al. 1993).  

Embora o mecanismo de indução por cicloheximida, sobre a expressão de 

diversos genes, ainda não tenha sido muito explorado em plantas, diversas 

hipóteses já foram levantadas a partir de estudos com células animais. A presença 

de cicloheximida pode aumentar a estabilidade dos mRNAs, através da inibição da 

síntese das enzimas relacionadas à degradação dos mRNAs (Pontecorvi et al. 

1988). Alternativamente, podem proteger os mRNAs de ribonucleases 

citoplasmáticas, através dos polissomos (Cochran et al. 1983, Edwards & 

Mahadevan 1992). Para os genes autorepressivos, a inibição da tradução de seus 

produtos pode levar a uma superindução do gene (Sassone-Corsi et al. 1988).  

A cicloheximida pode ativar a transcrição através da diminuição de 

reguladores negativos (Li et al. 2001). Pode induzir o desacoplamento do DNA em 

replicação e da cromatina agregada, prevenindo a formação de uma estrutura de 

cromatina repressora (Cesari et al. 1998). Alternativamente, pode induzir o 

desacoplamento do DNA em replicação e dos genes repressores específicos, 

induzindo o desacoplamento da cromatina repressora da transcrição (Li et al. 

2001). Por fim, a cicloheximida pode ativar diretamente a transcrição, por estimular 

sinais associados à cromatina (Mahadevan et al. 1991), ou por modificações 

bioquímicas que levam à ativação ou desativação de fatores positivos ou 

negativos de transcrição (Li et al. 2001). 

De modo geral, o fenômeno de superindução por cicloheximida tem sido 

atribuído à diminuição da degradação dos mRNAs (Cleveland & Yen 1989, Franco 

et al. 1990, Shen et al. 1993, Li et al. 1994, Berberich & Kusano 1997, Bostock et 

al. 1999, Meighan-Mantha et al. 1999, Nakagawa et al. 1999, Hershko et al. 2004), 

à estimulação de sinais intracelulares (Mahadevan & Edwards 1991, Edwards & 

Mahadevan 1992, Hershko et al. 2004) e/ou ao aumento da transcrição de genes 

(Lusska et al. 1992, Sensel et al. 1994, Berberich & Kusano 1997, Newton et al. 

1997, Meighan-Manth et al. 1999, Nakagawa et al. 1999, Hershko et al. 2004, 

Joiakim et al. 2004). Estudos recentes sugerem que os mecanismos pelos quais 
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os inibidores de síntese protéica estimulam a superindução podem variar entre 

diferentes tipos de células e podem ser diferentes dependendo do tipo de gene 

induzido (Hershko et al. 2004). 

 Diferentemente do processo germinativo, não foi observado aparentemente 

nenhum efeito dos inibidores de transcrição e tradução sobre a massa fresca e 

seca das sementes e do endosperma após a germinação, durante o processo de 

degradação das reservas (Fig. 2). 

 

5.2. Efeito de inibidores de transcrição e tradução sobre a degradação 

das proteínas totais, produção e atividade das hidrolases (α-

galactosidase) 

 

5.2.1. Degradação das proteínas totais 

 

 Analisando o teor de proteínas totais no tegumento, observou-se que a 

diminuição significativa na quantidade de proteínas ocorreu principalmente no 

período pós-germinativo, a partir do terceiro dia após a embebição, tanto em água 

como em actinomicina-D e cicloheximida (Fig. 3A).  

Porém, na presença de actinomicina-D a diminuição nos teores protéicos ao 

longo do período pós-germinativo não foi tão significativa como nos outros 

tratamentos, já que a quantidade de proteínas foi igual ou até maior, no quarto dia 

após a embebição, quando comparado com as sementes embebidas em água e 

cicloheximida (Fig. 3A).  

No endosperma, a degradação das proteínas começou durante a 

germinação, embora a diminuição dos teores protéicos tenha sido maior no 

período pós-germinativo, tanto no controle como nos tratamentos (Fig. 3B). Em 

sementes de S. virgata, demonstrou-se anatomicamente que a degradação das 

proteínas de reserva dos corpos protéicos ocorreu a partir do terceiro dia após a 

embebição, no período pós-germinativo (Tonini et al. 2006). 
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Figura 3. Teor de proteína total nos tegumentos (A) e nos endospermas (B) de sementes 

de S. virgata, após 15 horas de embebição e do segundo ao quinto dia após a embebição 

em água (controle), actinomicina-D (0,2.10-4 M) e cicloheximida (0,5. 10-4 M). Os valores 

representam a média de três repetições. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste 

de LSD a 5%, p=0,05). 

 

A presença de actinomicina-D e, principalmente, de cicloheximida no 

endosperma também inibiu parcialmente a degradação das proteínas, já que os 

teores protéicos destas sementes foram maiores em 15 horas após a embebição e 

0,00

0,20

0,40

0,60

0,80

1,00

1,20

1,40

1,60

1,80

2,00

15h 2 3 4 5

m
g

 d
e 

p
ro

te
ín

a.

g
-1

 d
e 

m
as

sa
 f

re
sc

a

água

actinomicina-D

cicloheximida

∗

0,00

0,50

1,00

1,50

2,00

2,50

3,00

3,50

4,00

4,50

5,00

15h 2 3 4 5

Dias após a embebição

m
g

 d
e 

p
ro

te
ín

a.

g
-1

 d
e 

m
as

sa
 f

re
sc

a

∗

∗
∗

∗

A

B



 

 75

no terceiro e quarto dias após a embebição, quando comparado com as sementes 

embebidas em água. Além disso, aparentemente, a presença destes hormônios 

estimulou a síntese de novo de proteínas no terceiro dia após a embebição (Fig. 

3B).  

Dessa forma, a actinomicina-D e a cicloheximida estariam inibindo a 

degradação de proteínas no tegumento e endosperma, como conseqüência da 

inibição da síntese de novo de proteases. Sabe-se que proteases estão envolvidas 

na hidrólise das proteínas de reserva e que muitas destas enzimas proteolíticas 

são sintetizas de novo durante e após a germinação (Cervantes et al. 1994, 

Bewley 1997, Asano et al. 1999, Buckeridge et al. 2004b, Zakharov et al. 2004). 

Em sementes de tomate, a actinomicina-D mostrou-se efetiva em inibir a atividade 

de proteases durante o período pós-germinativo (Mathan 1965). 

Porém, como a degradação das proteínas não foi totalmente inibida em 

presença da actinomicina-D e cicloheximida, apenas retardada, sugere-se também 

a presença e atividade de proteases pré-formadas durante a maturação de 

sementes, assim como a síntese de proteases através da utilização de mRNAs 

pré-formados durante a maturação, o que explicaria um efeito inibidor maior da 

cicloheximida sobre a degradação das proteínas de reserva no endosperma.  

Sabe-se que enzimas proteolíticas ácidas, cuja função é hidrolisar proteínas 

na fase pós-germinativa, suportando o desenvolvimento inicial da plântula, são 

sintetizas durante a maturação, sendo armazenadas em vacúolos líticos 

(Buckeridge et al. 2004a).  

Algumas proteases são formadas durante a maturação de sementes de 

diversas espécies, como em Vicia sativa, Ricinus communis (mamona), Arachis 

hypogaea (amendoim), Canavalia gladiata, Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris 

(feijão), Vigna mungo e Cucurbita moschata (Hara-Nishimura et al. 1982, Hiraiwa 

et al. 1993, Bewley & Black 1994, Okamoto et al. 1996, Kang et al. 1997, Schlereth 

et al. 2001). Estas proteases podem ser sintetizadas na forma de precursores, pró-

enzimas inativas, que serão processados através de proteólise limitada, 

transformando-se em proteases ativas (Müntz 1996). Durante a germinação de 
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sementes de Vigna mungo, proteases são ativadas através de processamentos 

pós-traducionais (Okamoto & Minamikawa 1995). Já em sementes de Fagopyrum 

esculentum, proteases armazenadas durante a maturação são ativadas pela 

dissociação dos seus inibidores no período germinativo (Belozersky et al. 1990, 

Elpidina et al. 1991, Bewley & Black 1994).  

Além disso, a síntese de proteínas pode ocorrer durante a germinação 

através da utilização de mRNAs pré-formados durante a maturação (Castro & 

Hilhorst 2004, Rajjou et al. 2004, Nakabayashi et al. 2005). Em sementes de 

cevada, acredita-se que a mobilização das proteínas nos tecidos de reserva 

ocorra tanto através de proteases armazenadas desde a maturação quanto 

através de proteases sintetizadas de novo (Sreenivasulu et al. 2008). 

 

5.2.2. Atividade das hidrolases (α-galactosidase) 

 

Analisando a atividade total da α-galactosidase no tegumento, observou-se 

que a enzima já estava ativa após 15 horas de embebição, tanto no controle como 

nos tratamentos, embora a presença de cicloheximida tenha induzido uma maior 

atividade da α-galactosidase neste período (Fig 4A).  

No segundo dia após a embebição, observou-se uma diminuição na 

atividade da enzima em todos os tratamentos, permanecendo constante até o 

terceiro dia após a embebição (Fig. 4A). Já a partir do terceiro dia, observou-se 

um aumento significativo na atividade da α-galactosidase em todos os 

tratamentos, principalmente no quarto dia em sementes embebidas em água e 

actinomicina-D e no quinto dia após a embebição em cicloheximida (Fig. 4A).  

A presença de actinomicina-D e cicloheximida parece ter induzido a 

atividade da enzima no período pós-germinativo, já que a atividade da α-

galactosidase foi maior no tegumento das sementes embebidas com os 

tratamentos do terceiro ao quinto dia após a embebição quando comparado com 

as do controle no mesmo período (Fig. 4A).  
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Figura 4. Atividade total da α-galactosidase nos tegumentos (A) e nos endospermas (B) 

de sementes de S. virgata, após 15 horas de embebição e do segundo ao quinto dia após 

a embebição em água (controle), actinomicina-D (0,2.10-4 M) e cicloheximida (0,5. 10-4 M). 

Os valores representam a média de três repetições. (* = os tratamentos diferem do 

controle pelo teste de LSD a 5%, p=0,05). 

 

No endosperma, a atividade total da α-galactosidase após 15 horas de 

embebição foi baixa, porém pode-se observar assim como no tegumento uma 

atividade maior da enzima nas sementes embebidas em cicloheximida (Fig. 4). 
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Desta forma, sugere-se que a presença de cicloheximida tenha induzido a 

degradação do endosperma e, conseqüentemente, dos galactomananos durante a 

germinação, através da indução da atividade da α-galactosidase (Fig. 4B), 

causando a diminuição de massa seca do endosperma já no segundo dia após a 

embebição observada na Fig 3C, que se refletiu nos valores de massa fresca do 

endosperma e da semente como um todo (Fig. 3). 

Após 15 horas de embebição, a atividade da enzima permaneceu constante 

até o segundo dia após a embebição, aumentando gradativamente após este 

período, tanto no controle como nos tratamentos (Fig. 4B). Apesar deste aumento 

ter ocorrido em todos os tratamentos, a presença de actinomicina-D e 

cicloheximida parece ter induzido a atividade da enzima no quarto e quinto dia 

após a embebição, já que a atividade da α-galactosidase foi praticamente o dobro 

no endosperma das sementes embebidas com os tratamentos no quinto dia após 

a embebição quando comparado com as do controle no mesmo período (Fig. 4B).  

O efeito indutor dos inibidores de transcrição e tradução já havia sido 

observado em feijão e em sementes de cevada, onde a presença de actinomicina-

D superinduziu a atividade de enzimas, inclusive agindo em conjunto com a 

giberelina no caso das sementes de cevada (Jones & Northcote 1981, 

Panagiotidis et al. 1982).  

Panagiotidis et al. (1982) sugeriu que a actinomicina-D poderia aumentar o 

nível do ativador da enzima e, assim, superinduzir sua atividade. O fenômeno de 

superindução por actinomicina-D foi primeiramente observado em sistemas 

animais, como em fígado de rato e em uma variedade de cultura de células 

mamárias (Russel & Snyder 1969, Tomkins et al. 1972, Clark 1974, Yamasaki & 

Ichihara 1976).  

Segundo Jones & Northcote (1981) existem duas hipóteses para o 

mecanismo de superindução por actinomicina-D: diminuição da degradação ou 

aumento na síntese da enzima, em ambos a inibição da transcrição de mRNAs 

menos estáveis suprime a competição entre os mRNAs, resultando na 

superindução da atividade da enzima.  
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Sabendo que a presença de actinomicina-D e cicloheximida inibiram a 

síntese de novo das proteases, como mencionado anteriormente, a indução da α-

galactosidase deve ter ocorrido devido à inibição da degradação da enzima, 

principalmente no fim do processo pós-germinativo, no quinto dia após a 

embebição. 

No crescimento de hipocótilos de feijão, demonstrou-se uma correlação 

entre as atividades da β-galactosidase e das proteases, já que as atividades da 

primeira diminuíram conforme as atividades das proteases aumentaram (Gómez et 

al. 1995). 

Como a presença de actinomicina-D e cicloheximida não inibiram a 

atividade da α-galactosidase no tegumento e endosperma, é possível que esta 

enzima seja pré-formada durante a maturação, sendo supostamente armazenada 

nos corpos protéicos presentes no endosperma até o período pós-germinativo, 

onde ocorre a degradação dos galactomananos. Em sementes de tomate, alface e 

Phoenix dactylifera (palmeira), sabe-se que a síntese de α-galactosidase ocorre 

no endosperma durante o desenvolvimento das sementes (DeMason et al. 1992, 

Bewley & Black 1994, Feurtado et al. 2001).  

Porém, para que tal hipótese seja confirmada, serão necessários 

experimentos de localização in situ da enzima, de forma a encontrá-la pronta 

antes da germinação, nos corpos protéicos. 

Além disso, parte da α-galactosidase presente no endosperma pode ter 

sido sintetizada no tegumento durante a maturação ou apenas armazenada neste 

tecido, sendo posteriormente transportada para o endosperma durante a 

degradação dos galactomananos. Tonini et al. (2007) já havia sugerido a 

participação do tegumento na produção, modificação e/ou armazenamento das 

enzimas hidrolíticas, controlando a ação dessas hidrolases durante e após a 

germinação, possivelmente junto com o ABA presente no tecido. 
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5.2.3. Detecção das hidrolases (α-galactosidase) 

 

Para comparar qualitativamente as proteínas totais e a detecção da α-

galactosidase entre as sementes embebidas em água, actinomicina-D e 

cicloheximida, foi realizada a separação das proteínas no endosperma, através de 

eletroforese, e detecção da α-galactosidase através da técnica de western 

immunoblotting.  

Analisando a separação das proteínas do endosperma das sementes 

embebidas em água, foi possível visualizar 17 bandas protéicas, com pesos 

moleculares de 94 a 12 kDa (Fig. 5A, Tabela 1). As proteínas de 81, 52, 48 e 14 

kDa, aparentemente, estavam presentes apenas em 15 horas e do segundo ao 

terceiro dias após a embebição, sugerindo a participação destas proteínas durante 

o processo germinativo (Fig. 5A).  

Ainda, como em sementes de S. virgata demonstrou-se que a degradação 

das proteínas de reserva dos corpos protéicos ocorre a partir do terceiro dia após 

a embebição, no período pós-germinativo (Tonini et al. 2006), pode-se sugerir que 

estas proteínas teriam papel de reserva para o crescimento do embrião e posterior 

estabelecimento da plântula. 

Outras proteínas, como as de 94, 44, 35, 23, 19, 13 e 12 kDa, foram 

detectadas apenas a partir do terceiro dia após a embebição, ou seja, no período 

pós-germinativo (Fig. 5A e Tabela 1). Como as proteínas de 94, 44, 19 e 12 kDa 

estavam presentes apenas no quarto e quinto dias após a embebição (Fig. 5A e 

Tabela 1), sugere-se que estas estejam diretamente relacionadas com o processo 

de degradação das proteínas de reserva e/ou dos galactomananos presentes 

neste tecido.  
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Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (A) e Western immunoblotting para 

detecção da α-galactosidase (B) nos endospermas de sementes de S. virgata, após 15 

horas de embebição e do segundo ao quinto dia após a embebição em água, com cerca 

de 50 μg de proteína nas amostras aplicadas. A. Gel corado com Coomassie Brilliant 

Blue. B. Membrana revelada com DAB, seguido por peróxido de hidrogênio. (setas = 

reação que caracteriza a presença de α-galactosidase). 

 

As proteínas de 73, 61, 39, 29, 17 e 16 kDa estiveram presentes em todos 

os dias após a embebição, sugerindo a participação destas tanto no processo 

germinativo como no processo pós-germinativo (Fig. 5A e Tabela 1). Como as 

proteínas de 73 e 16 kDa ocorreram aparentemente em maiores concentrações no 

quarto e quinto dias após a embebição (Fig. 5A), sugere-se que estas sejam 

componentes intermediários do processo de degradação de reservas, que ocorre 

no endosperma após a germinação.  

Dentre todas estas proteínas, foi possível detectar 8 bandas que 

apresentaram reação cruzada com o anticorpo contra α-galactosidase, com pesos 

moleculares de 73, 48, 44, 35, 29, 16, 13 e 12 kDa (Fig. 5B, Tabela 1). Como a 

presença destas bandas variou entre os dias após a embebição e, ainda, como os 

pesos moleculares destas variaram bastante (Fig. 5B), sugere-se a existência de 
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um processo proteolítico da α-galactosidase ao longo do período germinativo e 

pós-germinativo.  

 

Tabela 1. Peso molecular das proteínas e dos peptídeos que apresentam reação cruzada 

com o anticorpo anti-α-galactosidase de guar nos endospermas de sementes de S. 

virgata embebidas em água (controle), actinomicina-D (0,2.10-4 M) (ACT) e cicloheximida 

(0,5. 10-4 M) (CICLO). (− = não detectado). 

 

Proteínas 
(kDa) 

 

α-galactosidase 
(kDa) 

ÁGUA ACT CICLO  ÁGUA ACT CICLO 

94 94 94  − − − 

81 81 81  − − − 

73 73 73  73 73 73 

61 61 61  − 61 61 

52 52 52  − − − 

48 48 48  48 48 48 

44 44 44  44 44 44 

39 39 39  − − − 

35 35 35  35 35 35 

29 29 29  29 29 29 

23 23 23  − 23 23 

19 19 19  − − − 

17 17 17  − 17 17 

16 16 16  16 16 16 

14 14 14  − − 14 

13 13 13  13 13 13 

12 12 12  12 − 12 

 

Dessa forma, para que a α-galactosidase pudesse agir sobre os 

galactomananos no período pós-germinativo, a enzima pré-formada durante a 
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maturação teria que ser ativada, possivelmente através do processo proteolítico 

sugerido acima no endosperma.  

Sabe-se que proteases são responsáveis por modificações pós-traducionais 

de proteínas, com ação proteolítica limitada a regiões específicas, necessárias 

para o processamento e maturação de enzimas pré-formadas e controle da 

atividade destas (Schaller 2004). Em sementes de Cyamopsis tetragonoloba 

(guar) e cevada, a enzima α-galactosidase e β-amilase respectivamente podem 

ser ativadas através de digestão por enzimas proteolíticas (Overbeeke et al. 1989, 

Guerin et al. 1992). 

Baseado nesta hipótese, as proteínas de peso mais alto (73, 48 e 29 kDa), 

que apareceram durante e após a germinação, seriam α-galactosidases pré-

formadas durante a maturação, e as de baixo peso molecular (44, 35, 16, 13 e 12), 

que apareceram somente no período pós-germinativo, seriam isoformas da 

enzima ativada e os produtos de sua degradação. 

Buckeridge & Dietrich (resultados não publicados) e Lisboa et al. (2006) 

observaram que a α-galactosidase das sementes de S. virgata apresenta peso 

molecular em torno de 45 kDa, o que reafirma a hipótese de que a banda com 44 

kDa seja uma das isoformas da enzima ativa. 

Feurtado et al. (2001) sugeriram pelo menos três isoformas da α-

galactosidase durante e após a germinação de sementes de tomate e, através da 

obtenção e seqüenciamento do cDNA da enzima, demonstraram alta homologia 

da forma ativa da α-galactosidase do tomate (40 kDa) com outras galactosidases, 

especialmente com as de sementes de Coffea arabica (café) (Zhu & Goldstein 

1994). Como apenas um gene para a α-galactosidase foi identificado em 

sementes de tomate, as isoformas aparentemente se formam a partir de 

modificações pós-traducionais (Feurtado et al. 2001). 

McCleary & Matheson (1974) também detectaram múltiplas isoformas da α-

galactosidase, nas sementes de Cyamopsis tetragonoloba, embora apenas uma 

delas (40 kDa) está associada com o endosperma (Overbeeke et al. 1989). 
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DeMason et al. (1992) detectaram quatro isoformas da enzima durante o 

desenvolvimento do endosperma de sementes de palmeira.  

Em sementes de alfafa, Cyamopsis tetragonoloba, Ceratonia siliqua, soja, 

palmeira, café, feijão, Lupinus angustifolius (lupino) e Trifolium repens pelo menos 

duas isoformas da α-galactosidase estão presentes, com massas moleculares 

variando entre 17-57 kDa (Courtois & Petek 1966, McCleary & Mathenson 1974, 

Williams et al. 1978, Itoh et al. 1979, Plant & Moore 1982, Chandra Sekhar & 

DeMason 1990, Dhar et al. 1994). 

Recentemente Soh et al. (2006) detectaram três isoformas da α-

galactosidase no fruto de Carica papaya (mamão papaia), com pesos moleculares 

de 170, 57 e 29 kDa, o que reafirma a hipótese de que a banda com 29 kDa seja 

uma das isoformas da enzima pré-formada durante a maturação, já que a 

isoenzima do mamão, com o mesmo peso molecular, foi detectada durante o 

amadurecimento do fruto. Durante o desenvolvimento de frutos de Cucumis melo 

(melão), três isoformas da α-galactosidase também foram detectadas, uma delas 

com peso molecular em torno de 27 kDa (Gao & Schaffer 1999). 

O perfil protéico do endosperma das sementes embebidas em actinomicina-

D foi similar ao do endosperma das sementes embebidas em água, apresentando 

17 bandas protéicas, com os mesmos pesos moleculares (Tabela 1) e semelhante 

variação no decorrer dos processos germinativos e pós-germinativos descritos 

acima para o controle (resultado não mostrado).  

Aparentemente, as únicas diferenças foram quanto à concentração da 

proteína de 73 kDa, que diminuiu no quarto e quinto dias após a embebição ao 

invés de aumentar como em água, e à concentração das proteínas de 23 e 19 

kDa, que foi maior no endosperma das sementes tratadas com actinomicina-D 

(resultado não mostrado). Como a actinomicina-D é capaz de induzir o acúmulo e 

atividade de determinadas enzimas (Jones & Northcote 1981, Panagiotidis et al. 

1982), pode ser que estas proteínas de 23 e 19 kDa exerçam um papel hidrolítico 

durante o processo pós-germinativo.   
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Em relação à detecção da α-galactosidase, observou-se a presença de 10 

bandas com reação cruzada ao anticorpo contra a enzima em estudo, com pesos 

moleculares de 73, 61, 48, 44, 35, 29, 23, 17, 16 e 13 (Tabela 1). Comparando os 

pesos moleculares destas bandas com as encontradas no controle, observou-se a 

presença de algumas bandas (61, 23 e 17 kDa) que não estavam presentes nas 

sementes embebidas em água (Tabela 1), sugerindo que o processamento 

proteolítico da enzima no endosperma das sementes embebidas em actinomicina-

D seja diferente ao do controle. 

Assim como em actinomicina-D, o endosperma das sementes embebidas 

em cicloheximida apresentou 17 bandas protéicas, com os mesmos pesos 

moleculares encontrados e descritos no controle (Tabela 1). Além disso, a 

variação destas proteínas foi similar à encontrada nas sementes embebidas em 

água, durante e após a germinação, ocorrendo apenas uma concentração maior 

das proteínas de 23 e 19 kDa, como em actinomicina-D (resultado não mostrado).  

Quanto à detecção da α-galactosidase nas sementes embebidas em 

cicloheximida, observou-se a presença de 11 bandas referentes à enzima, com 

pesos moleculares de 73, 61, 48, 44, 35, 29, 23, 17, 16, 14, 13 e 12 kDa (Tabela 

1). Do mesmo modo que em actinomicina-D, ocorreu no endosperma a presença 

de algumas bandas, com 61, 23 e 17 kDa, que não foram detectadas no controle 

(Tabela 1). 

No endosperma de Cocos nucifera (coco) foram detectadas duas isoformas 

da α-galactosidase, uma delas com peso molecular de 23 kDa (Mujer et al. 1984), 

o que corrobora a hipótese de que a banda com 23 kDa seja uma das isoformas 

da enzima. 

Como o endosperma das sementes embebidas em actinomicina-D e 

cicloheximida apresentaram um número maior de bandas referentes à α-

galactosidase quando comparado ao controle (Tabela 1), sugere-se que a 

presença destes inibidores de transcrição e tradução esteja de alguma forma 

modificando o processamento proteolítico da α-galactosidase. 



 

 86

É possível que proteases pré-formadas estejam envolvidas no 

processamento proteolítico da α-galactosidase, sendo sua ativação induzida na 

presença dos inibidores de transcrição e tradução. Baseado nesta hipótese, o 

processamento proteolítico da α-galactosidase pré-formada, em presença de 

actinomicina-D e cicloheximida, seria mais intenso que no controle, com produção 

de mais duas isoformas da enzima ativa, de 23 e 17 kDa, que apareceram 

principalmente no período pós-germinativo, juntamente com as outras de baixo 

peso molecular (44, 35, 16, 13 e 12 kDa).  

Sabendo que a actinomicina-D e a cicloheximida podem induzir a 

expressão de diversos genes primários de resposta à auxina e giberelina e a 

atividade de enzimas em conjunto com a giberelina (Jones & Northcote 1981, 

Panagiotidis et al. 1982, Theologis et al. 1985, Van Der Zaal et al. 1987, Franco et 

al. 1990, Li et al. 1994, Abel et al. 1995, Gubler et al. 1995, Koshiba et al. 1995, 

Abel & Theologis 1996, Roux & Perrot-Rechenmann 1997, Hsieh et al. 2000, 

Laskowsky et al. 2002), a presença destes inibidores pode ter induzido a ativação 

destas proteases no endosperma, através da via de sinalização da auxina, da 

giberelina e/ou de outros hormônios. 

 

6. Conclusões 

 

Baseado em todos estes resultados, sugere-se que a produção da α-

galactosidase ocorra principalmente durante a maturação das sementes, sendo 

supostamente armazenada nos corpos protéicos presentes no endosperma até o 

período germinativo. A partir deste período até o pós-germinativo, onde ocorre a 

degradação dos galactomananos, a enzima pré-formada seria processada e 

ativada, através de um processo proteolítico, que envolveria principalmente 

proteases também formadas durante a maturação, que seriam ativadas 

possivelmente através da via de sinalização de hormônios (Fig. 6). 
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Figura 6. Modelo esquemático do mecanismo de controle da α-galactosidase no 

endosperma de sementes de S. virgata, através do processamento proteolítico durante e 

após a germinação. 
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Além disto, como foi sugerida a síntese de novo de diversas proteases 

durante e após a germinação e uma relação íntima destas enzimas com a 

degradação das proteínas de reserva e da α-galactosidase no final do processo de 

degradação dos galactomananos. Podemos sugerir que além do controle 

proteolítico mencionado acima durante e após a germinação, ocorre um processo 

de regulação da α-galactosidase no final do período pós-germinativo, após 

atividade intensa da enzima sobre os galactomananos. Neste processo, as 

proteases estariam novamente envolvidas, porém estas seriam sintetizadas de 

novo após a germinação, sendo responsáveis pela degradação da α-

galactosidase no final do processo de degradação dos galactomananos, a fim de 

evitar o excesso de açúcares redutores no tecido e a produção de sacarose (Fig. 

6). 

Dessa forma, é possível especular que as proteases envolvidas no controle 

das atividades destas enzimas seriam sintetizadas tanto durante a maturação, 

quanto sintetizadas de novo durante e após a germinação, com papéis funcionais 

e temporalmente distintos no processo de regulação das enzimas hidrolíticas. 

Como estas proteases estariam envolvidas, ainda, no controle do processo de 

degradação das proteínas de reservas, sugere-se que a mobilização de reservas 

de carbono (galactomananos) no endosperma de sementes de S. virgata deve 

estar relacionada à mobilização das reservas de nitrogênio (proteínas) no mesmo 

tecido, possivelmente garantindo o afluxo sincrônico de compostos carreadores 

dos dois macronutrientes (C e N) para o desenvolvimento do embrião e 

estabelecimento da plântula.  
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CAPÍTULO 2 
 

 

EFEITO DO ABA E ETILENO DURANTE O PROCESSO DE 

DEGRADAÇÃO DAS RESERVAS DE PROTEÍNAS E 

CARBOIDRATOS EM SEMENTES DE Sesbania virgata (CAV.) 

PERS. 
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1. Resumo 

 

Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. acumulam suas reservas de 

carbono no endosperma na forma de um polissacarídeo de parede celular, o 

galactomanano. A mobilização deste ocorre após a germinação e envolve três 

enzimas hidrolíticas (α-galactosidase, endo-β-mananase e exo-β-manosidase). 

Além da reserva de carbono, há uma grande quantidade de corpos protéicos, no 

citoplasma das células endospérmicas, que constituem a principal reserva de 

nitrogênio nestas sementes. Para que ocorra a correta distribuição dos produtos 

de degradação das reservas deve haver mecanismos eficientes de controle nos 

processos de degradação das reservas de carbono e nitrogênio, porém para 

compreender tais mecanismos é necessário estudar aspectos do controle da ação 

das enzimas responsáveis pela hidrólise das reservas. Buscando verificar e 

relacionar o efeito do ácido abscísico e do etileno na degradação das reservas 

após a germinação de S. virgata, sementes desta espécie foram embebidas em 

água, ABA (10-4 M) e etileno (1 μL.L-1, 10 μL.L-1, 100 μL.L-1), e os efeitos destes 

foram verificados através dos teores protéicos e da atividade da α-galactosidase. 

Como a presença de ABA exógeno retardou o início da degradação das proteínas 

de reserva no endosperma, assim como diminuiu a atividade da α-galactosidase 

no mesmo tecido no final do processo de degradação do galactomanano, sugere-

se um efeito modulador deste hormônio durante a degradação das reservas, 

reprimindo a ação das enzimas hidrolíticas. Em contrapartida, a presença de 

etileno exógeno aumentou a atividade da α-galactosidase no endosperma e, 

inclusive, no tegumento no final do processo de degradação do galactomanano, 

sugerindo um efeito indutor deste hormônio na ação das enzimas hidrolíticas. 

Desta forma, estas evidências sugerem que o ABA e o etileno controlariam 

antagonicamente a mobilização de reservas em sementes de S. virgata, a fim de 

controlar o processo de degradação dos galactomananos, evitando a produção 

dos açúcares redutores e de sacarose em excesso durante o período pós-
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germinativo e garantindo o afluxo eficiente de carbono e nitrogênio para o 

desenvolvimento da plântula. 

 

2. Introdução 

 

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptação aos seus 

respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acúmulo de certos compostos 

de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Há enorme variação na 

composição de sementes, mas as substâncias armazenadas em grande 

quantidade constituem os carboidratos e as proteínas (Buckeridge et al. 2004a).  

As sementes de leguminosas são conhecidas por serem ricas em proteínas 

de reserva. Nesse grupo podemos incluir Sesbania virgata (Cav.) Pers., com cerca 

de 45% do peso seco da semente em proteínas (Buckeridge et al. 2004b). S. 

virgata é uma planta com hábito arbustivo que ocorre principalmente em regiões 

úmidas ou alagadas, como na galeria de florestas de regiões Neotropicais, e está 

associada com os primeiros estágios da sucessão ecológica (Kissmann & Groth 

1999, Potomati & Buckeridge 2002). 

As proteínas de reserva estão usualmente presentes em vacúolos de 

reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de 

dicotiledôneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a, 

Tonini et al. 2006). Além disso, várias enzimas podem estar presentes também 

nos corpos protéicos, e durante a mobilização de reservas outras enzimas podem 

ser adicionadas (Bewley & Black 1994).  

A hidrólise das proteínas de reserva aos seus aminoácidos constituintes é 

realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteínas ou 

produzirem pequenos polipeptídeos que são degradados posteriormente por 

peptidases (Bewley & Black 1994). 

Quanto às reservas de carboidratos, sementes de diversas espécies de 

leguminosas são conhecidas por acumular galactomananos na parede celular dos 

endospermas das sementes, sendo denominados polissacarídeos de reserva de 
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parede celular (PRPC) (Reid 1985, Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 

2000b, Buckeridge et al. 2004a).  

Além de serem polissacarídeos de reserva, exercem um papel importante 

no controle de embebição de água no início da germinação, absorvendo 

proporcionalmente grande quantidade de água e a distribuindo ao redor do 

embrião, protegendo-o contra a perda de água (Reid & Bewley 1979, Buckeridge 

et al. 2000c). Ainda, conferem dureza e resistência física ao endosperma no 

período de germinação, sendo importante na modulação da constrição mecânica à 

protrusão da radícula (Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).  

Os galactomananos são constituídos de uma cadeia principal formada por 

unidades de D-manose unidas entre si por ligações glicosídicas β-(1→4), a qual 

unidades de D-galactose estão unidas através de ligações do tipo α-(1→6), 

formando ramificações simples (Moe et al. 1947, Unrau 1961, Somme 1968, Manzi 

& Cerezo 1984).  

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilização do 

galactomananos inicia após a germinação (Buckeridge et al. 2000c, Tonini et al. 

2006), sendo mediada por três enzimas hidrolíticas: α- galactosidase (EC 

3.2.1.22), endo-β-mananase (EC 3.2.1.78) e exo-β-manosidase (EC 3.2.1.25) 

(Reid & Meier 1972, McCleary & Matheson 1976, Buckeridge & Dietrich 1996). 

Como as ramificações de galactose na cadeia principal interferem na ação 

hidrolítica da endo-β-mananase sobre a cadeia de manano, torna-se importante a 

ação da α-galactosidase, desgalactosilando o polímero, anteriormente à ação 

hidrolítica da endo-β-mananase, e mesmo da exo-β-manosidase (Reid & Edwards 

1995, Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).  

Além de prevenir a degradação das proteínas de reserva (Garciarrubio et al. 

1997), sabe-se que o ácido abscísico (ABA) é um potente inibidor da degradação 

do galactomanano, e está envolvido no mecanismo de regulação dessa 

mobilização em sementes de Ceratonia siliqua (Seiler 1977), Lactuca sativa 

(alface) (Halmer & Bewley 1979), Lycopersicon sculentum (tomate) (Groot & 
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Karssen 1992), Trigonella foenum-graecum (Reid & Meier 1973, Malek & Bewley 

1991, Kontos & Spyropoulos 1995) e S. virgata (Potomati & Buckeridge 2002, 

Tonini et al. 2006), interferindo na atividade das enzimas hidrolíticas (Buckeridge 

et al. 2000a, Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2006).  

A presença de ácido abscísico no tegumento de sementes de S. virgata 

sugere a participação conjunta desse hormônio com o tegumento no mecanismo 

de controle da degradação das proteínas de reserva e dos galactomananos 

(Tonini et al. 2006, Tonini et al. 2007). Kontos & Spyropoulos (1996) sugeriram 

que o tegumento pode controlar a produção de enzimas hidrolíticas, como a α- 

galactosidase e a endo-β-mananase, no endosperma de sementes de Ceratonia 

siliqua. Assim, como em sementes de tomate, na qual verificou-se um efeito 

inibitório do tegumento na produção da endo-β-mananase (Nonogaki et al. 1992, 

Nomaguchi et al. 1995). 

Acredita-se, ainda, que o etileno possa agir estimulando a síntese ou a 

atividade de enzimas relacionadas à degradação do endosperma, dentre estas a 

α-galactosidase em sementes de Amaranthus caudatus (Bialecka & Kepczynska 

2007) e a endo-β-mananase em sementes de alface (Cardoso 2004, Nascimento 

et al. 2004, Nascimento et al. 2005) e tomate (Pirrello et al. 2006).  

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar e relacionar os efeitos do 

ABA e do etileno à degradação das proteínas e dos galactomananos e, 

supostamente, os tecidos envolvidos neste processo, a fim de compreender os 

mecanismos de controle durante e após a germinação de sementes de S. virgata. 

 

3. Material 

 

Foram utilizadas sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. obtidas de 

frutos colhidos de diversas plantas localizadas na região urbana de São Bernardo 

do Campo, São Paulo. 

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias 

após a antese, baseando-se na coloração. Os frutos colhidos apresentavam 



 

 106

coloração escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as 

sementes apresentavam coloração castanha, com 5 - 7,5 mm de comprimento por 

cerca de 4 mm de largura e 2,6 - 3mm de espessura, com aproximadamente 7,5% 

de teor de água e 0,07 g de matéria seca.  

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas 

percentagens de germinação (80%) até 5 anos após a coleta, se as sementes 

forem armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente.  

 

4. Métodos 

 

Após o beneficiamento dos frutos, as sementes quiescentes foram 

escarificadas mecanicamente com lixa e incubadas sobre papel de filtro em 

erlenmeyers de 250 mL (8 cm de diâmetro), fechados com rolhas de borracha, 

contendo 0,5 mL de solução/semente, em condições de 12h de luz e temperatura 

de aproximadamente 25 oC. Para o tratamento com ABA, as sementes foram 

embebidas em água e em solução de ABA (10-4 M) (concentração definida através 

de estudos preliminares realizados por Potomati & Buckeridge 2002). Para o 

tratamento com etileno, as sementes foram embebidas em água e diferentes 

quantidades de etileno (1 μl.L-1, 10 μl.L-1 ou 100 μl.L-1) foram injetadas com 

seringa, através dos septos das rolhas de borracha (Stewart & Freebairn 1969, 

Negm & Smith 1978, Schonbeck & Egley 1981, Abeles 1986, Esashi et al. 1988, 

Saini et al. 1989, Leubner-Metzer et al. 1998, Kepczynski et al. 1999, Sugimoto et 

al. 2003, Wu & Bradford 2003). 
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4.1. Efeito do ABA e etileno sobre os teores de proteínas totais e 

atividade das hidrolases (α-galactosidase) 

 

As sementes embebidas em água (controle), ABA (10-4 M) e etileno (1 μl.L-1, 

10 μl.L-1 ou 100 μl.L-1) foram coletadas do segundo ao quinto dia após a 

embebição, período pós-germinativo que abrange o início e a degradação intensa 

das reservas.  

Os tecidos isolados, tegumento e endosperma, das sementes coletadas (10 

sementes por tratamento a cada dia, com três repetições) foram macerados 

usando nitrogênio líquido, homogeneizados em tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,8 e 

deixados em repouso por 30 minutos em câmara fria (5 oC). Após o repouso, os 

extratos foram centrifugados a 13.000 g por 5 minutos e o sobrenadante 

submetido à dosagem de proteínas e de atividade da α-galactosidase.  

Para a dosagem de proteína, utilizou-se 10 ou 20 μL de amostra, 

dependendo do extrato, e 200 μL de reagente (Bio-Rad). As leituras das 

absorbâncias foram feitas em elisa Thermo Lab Systems (Multiskan EX) no 

comprimento de onda (λ) de 595 nm (Bradford 1976). 

Para a análise da atividade de α-galactosidase, os sobrenadantes foram 

ensaiados utilizando-se o substrato sintético específico ρ-nitrofenil-α-D-

galactopiranosídeo (Reid & Meier 1973). Para a referida dosagem utilizaram-se 10 

ou 20 μL de amostra, dependendo do extrato, acrescidos de 10 μL de solução 

tampão acetato de sódio 1 M pH 5,0 e 10 μL do substrato específico, incubando-

se por 20 minutos em banho-maria a 45 oC. A atividade enzimática foi 

interrompida com 1 mL de solução Na2CO3 0,1 N e as leituras das absorbâncias 

feitas em espectrofotômetro Pharmacia Biotech (Ultrospec 3000) no comprimento 

de onda (λ) de 405 nm. 
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5. Resultados/Discussão 

 

5.1. Efeito do ABA e etileno sobre os teores de proteínas totais e 

atividade das hidrolases (α-galactosidase) 

 

Primeiramente foi comparada a taxa de germinação, a massa fresca das 

sementes intactas e a massa fresca do tegumento e do endosperma, entre as 

sementes embebidas em água (controle), ABA e etileno.  

Analisando a porcentagem de germinação ao longo do período, observou-

se que a germinação completa das sementes ocorreu somente no segundo dia 

após a embebição, tanto no controle como nos tratamentos, não havendo 

aparentemente influência dos hormônios sobre o processo germinativo (Fig. 1).  
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Figura 1. Taxa de germinação em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia após 

a embebição em água (controle), ABA (10-4 M) e etileno (1 μL.L-1, 10 μL.L-1, 100 μL.L-1). 

Os valores representam a média de três repetições.  

 

Em um contexto fisiológico e bioquímico, a germinação compreende o 

conjunto de eventos que ocorre durante a embebição da semente e se estende 
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até a protrusão da radícula (Bewley & Black 1994). Desta forma, o processo 

germinativo em sementes de Sesbania virgata ocorre até o segundo dia após a 

embebição, como já observado por Buckeridge & Dietrich (1996), Potomati & 

Buckeridge (2002) e Tonini et al. (2007).  

Apesar do ABA estar envolvido no mecanismo de dormência de diversas 

espécies de sementes, induzindo um retardamento temporal no processo de 

germinação ou inibindo a germinação sob condições desfavoráveis, bem como no 

mecanismo de inibição da germinação precoce e viviparidade (Taiz & Zeiger 

2004), este hormônio, aparentemente, não teve nenhuma influência sobre a taxa 

de germinação em sementes de S. virgata (Fig. 1).  

Quanto à ação do etileno, sabe-se que este hormônio induz, estimula ou 

acelera a germinação de diversas espécies, como Arabidopsis thaliana (Beaudoin 

et al. 2000), Amaranthus caudatus (Kepczynski & Karssen 1985, Kepczynski & 

Kepczynska 1997, Bialecka & Kepczynska 2003), Lactuca sativa (alface) (Steward 

& Freebairn 1969, Negm & Smith 1978, Abeles 1986, Saini et al. 1989, 

Nascimento et al. 2004), Nicotiana tabacum (tabaco) (Khalil 1992), Pisum sativum 

(ervilha) (Gorecki et al. 1991, Petruzzelli et al. 1995), dentre outras.  

Porém, o papel deste hormônio na germinação continua controverso. 

Alguns autores afirmam que a produção do etileno é uma conseqüência da 

germinação, enquanto outros sugerem que a produção de etileno seja necessária 

à germinação (Abeles et al. 1992, Matilla 2000). Além disso, dentre as sementes 

que requerem etileno para germinar, algumas são extremamente sensíveis 

enquanto outras requerem altas quantidades do gás (Esashi 1991, Kepczynski & 

Kepczynska 1997, Matilla 2000). 

Em sementes de S. virgata, o etileno não apresentou nenhum efeito 

significativo sobre a germinação (Fig. 1), o que é possível, já que em alguns casos 

a presença deste gás inibe ou não afeta a germinação (Kepczynski & Kepczynska 

1997, Matilla 2000).  
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Figura 2. Massa fresca das sementes íntegras (A), dos tegumentos (B) e dos 

endospermas isolados (C) de sementes de S. virgata, do segundo ao quinto dia após a 

embebição em água (controle), ABA (10-4 M) e etileno (1 μL.L-1, 10 μL.L-1, 100 μL.L-1). Os 

valores representam a média de três repetições. (* = os tratamentos diferem do controle 

pelo teste de LSD a 5%, p=0,05). 
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Quanto à variação de massa fresca das sementes ao longo do mesmo 

período, observou-se um aumento gradativo nos valores de massa fresca das 

sementes, tanto no controle como nos tratamentos, apesar das sementes 

embebidas em ABA terem apresentado massa fresca menor, quando comparadas 

com as sementes embebidas em água, no terceiro dia após a embebição (Fig. 

2A).  

Este aumento de massa fresca das sementes intactas durante o período 

germinativo e pós-germinativo deve estar relacionado à absorção de água durante 

a germinação e ao alongamento e crescimento do embrião principalmente após a 

germinação. Desta forma, sugere-se que a presença de ABA tenha diminuído a 

absorção de água pela semente no segundo dia após a embebição, que se refletiu 

no valor de massa fresca da semente (Fig. 2A), apesar de não ter influenciado o 

processo germinativo, que foi similar ao controle (Fig. 1). Potomati & Buckeridge 

(2002) sugeriram que o efeito do ABA poderia estar relacionado com absorção de 

água pelo embrião em crescimento.  

No tegumento, observou-se que os valores de massa fresca desse tecido 

permaneceram praticamente constantes por todo o período, tanto no controle 

como nos tratamentos, não ocorrendo diferenças significativas entre eles (Fig. 2B).  

Analisando o endosperma, observou-se uma diminuição gradativa nos 

valores de massa fresca deste tecido, tanto no controle como nos tratamentos 

(Fig. 2C). Entretanto, na presença de ABA, o endosperma apresentou massa 

fresca maior no quarto e quinto dias após a embebição, quando comparada com a 

do endosperma das sementes embebidas em água (Fig. 2C), indicando inibição 

na degradação do endosperma. Em contrapartida, na presença de etileno a 1 

μL.L-1 observou-se massa fresca menor do endosperma, quando comparadas com 

as do controle, no terceiro dia após a embebição (Fig. 2C), indicando que nesta 

concentração, o etileno promoveu uma leve indução da degradação do tecido, 

conseqüente da mobilização das reservas.  

Em sementes de S. virgata, a mobilização das proteínas de reserva e dos 

galactomananos e o crescimento e desenvolvimento do embrião e da nova 
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plântula começam somente quando a germinação termina, durante o processo 

chamado de pós-germinação (Bewley & Black 1994, Tonini et al. 2006). Nesse 

período, a degradação intensa das proteínas de reserva e dos galactomananos 

presentes no endosperma ocorre entre o terceiro e quinto dias após a embebição, 

sendo retardada na presença do ABA (Buckeridge & Dietrich 1996, Buckeridge et 

al. 2000b, Tonini et al. 2006).  

Desta forma, sugere-se que o ABA tenha parcialmente inibido a degradação 

das reservas e, conseqüentemente, do endosperma durante o período pós-

germinativo, enquanto o etileno, na concentração de 1 μL.L-1, tenha induzido no 

início do período pós-germinativo a degradação das reservas.  

Apesar destes resultados, deve-se levar em consideração o efeito dos 

hormônios sobre os teores de proteínas totais e atividade das enzimas hidrolíticas, 

para se sugerir algo mais consistente. 

 

5.1.1. Teores de proteínas totais.  
 

Analisando o teor de proteínas totais no tegumento, observou-se uma 

diminuição significativa na quantidade de proteínas no terceiro dia após a 

embebição em água e etileno a 1 μL.L-1 e no quarto dia após a embebição em 

ABA (Fig. 3A). Desta forma, a presença do ABA estaria retardando a degradação 

e/ou mobilização das proteínas no tegumento, enquanto o etileno aparentemente 

não teria nenhum efeito sobre o processo de mobilização protéica no tecido 

durante o período pós-germinativo. 

Na presença de etileno, em concentrações mais altas, também não foi 

observada variações significativas quanto aos teores de proteínas totais ao longo 

do período observado. Embora as sementes embebidas em etileno a 100 μL.L-1 

apresentaram conteúdos menores de proteínas totais no segundo dia após a 

embebição em relação ao controle (Fig. 3A). Provavelmente, estas sementes 

embebidas na presença do etileno, apresentaram uma diminuição nos teores 

protéicos anterior ao controle, entre o primeiro e segundo dia após a embebição, o 
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que acarretaria teores mais baixos no segundo dia, sugerindo um efeito indutor do 

etileno sobre a degradação e/ou mobilização de proteínas no tegumento durante o 

processo germinativo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Teores de proteínas nos tegumentos (A) e nos endospermas (B) de sementes 

de S. virgata, do segundo ao quinto dia após a embebição em água (controle), ABA (10-4 

M) e etileno (1 μL.L-1, 10 μL.L-1, 100 μL.L-1). Os valores representam a média de três 

repetições. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste de LSD a 5%, p=0,05). 
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No endosperma, a diminuição na quantidade de proteínas totais ocorreu no 

terceiro dia após a embebição em todos os tratamentos, com exceção das 

sementes embebidas em ABA, que apresentaram diminuição significativa dos 

teores protéicos apenas no quinto dia após a embebição (Fig. 3B). Em sementes 

de S. virgata, demonstrou-se que a degradação das proteínas de reserva dos 

corpos protéicos ocorreu a partir do terceiro dia após a embebição em água, 

enquanto em presença do ABA, a degradação significativa ocorreu somente no 

quinto dia após a embebição (Tonini et al. 2006). Além disso, sabe-se que o ABA 

previne a degradação das proteínas de reserva em sementes de Arabidopsis 

thaliana (Garciarrubio et al. 1997). 

Dessa forma, a presença de ABA estaria retardando a degradação de 

proteínas no endosperma, sendo observado diferença significativa nos teores 

protéicos entre as sementes embebidas em água e em ABA já no terceiro dia após 

a embebição (Fig. 3B). Este efeito inibidor do ABA sobre o início da degradação 

das proteínas de reserva deve estar relacionado a um efeito inibitório deste 

hormônio sobre a síntese de novo de proteases ou ativação de proteases pré-

formadas. Em diversas espécies de sementes, foi verificado o efeito inibidor do 

ABA sobre proteases, como em sementes de Hordeum vulgare (cevada) (Cercós 

et al. 1999), Malus domestica (maça) (Ranjan & Lewak 1995), arroz (Shintani et al. 

1997), Phaseolus vulgaris (feijão) (Domash et al. 2006). Além disso, no Capítulo 1, 

foi sugerida a síntese de novo de diversas proteases após a germinação de 

sementes de S. virgata e a relação íntima destas enzimas com a degradação das 

proteínas de reserva.  

Apesar de não ter sido observado aparentemente um efeito promotor do 

etileno na degradação das proteínas de reserva, observou-se que do terceiro ao 

quinto dia após a embebição, as sementes embebidas a 1 μL.L-1 apresentaram 

teores protéicos maiores que os do controle (Fig. 3B), sugerindo síntese de novo 

de proteínas neste tecido em presença do etileno a baixas concentrações. As 

novas proteínas sintetizadas poderiam ser proteínas estruturais relacionadas ao 
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crescimento e desenvolvimento da nova plântula ou enzimas relacionadas à 

degradação das proteínas e/ou dos galactomananos. 

Sabendo que a produção da α-galactosidase ocorre durante a maturação 

das sementes e que a enzima pré-formada deve ser processada e ativada, através 

de um processo proteolítico, possivelmente modulado através da via de 

sinalização de hormônios (Capítulo 1), sugere-se que estas novas proteínas 

sintetizadas pela ação do etileno sejam proteases relacionadas à ativação da α-

galactosidase. Neste contexto, o ABA também poderia estar envolvido 

indiretamente na ativação da α-galactosidase pré-formada durante a maturação, 

agindo contrariamente ao etileno, inibindo a síntese de novo de proteases ou a 

ativação de proteases pré-formadas relacionadas à ativação da α-galactosidase.  

 

5.1.2. Atividade das enzimas hidrolíticas (α-galactosidase) 
 

Analisando a atividade total da α-galactosidase no tegumento, observou-se 

que o pico de atividade da enzima ocorreu entre o terceiro e quarto dias após a 

embebição em água e etileno a 1 μL.L-1, enquanto nas sementes embebidas em 

etileno a 10 e 100 μL.L-1 o pico de atividade ocorreu somente no quarto dia após a 

embebição (Fig. 4A).  

Apesar do pico de atividade da enzima ter ocorrido somente no quarto dia 

após a embebição em etileno a 10 e 100 μL.L-1, a presença deste hormônio nestas 

concentrações parece ter induzido a atividade da enzima, já que a atividade da α-

galactosidase foi praticamente o dobro no tegumento das sementes embebidas 

em etileno a 10 e 100 μL.L-1 quando comparado com as do controle (Fig. 4A).  

Esta indução sobre a atividade da α-galactosidase no quarto dia após a 

embebição também pode ser observada nas sementes embebidas em etileno a 1 

μL.L-1 e, inclusive, observou-se que as sementes embebidas em etileno a 10 μL.L-1 

apresentaram maior atividade enzimática já no terceiro dia após a embebição 

quando comparada ao controle (Fig. 4A). 
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Nas sementes embebidas em ABA, o pico de atividade da enzima também 

esteve ao redor do terceiro e quarto dias após a embebição, não apresentando 

diferenças significativas quanto à atividade enzimática quando comparadas ao 

controle (Fig. 4A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Atividade total da α-galactosidase nos tegumentos (A) e nos endospermas (B) 

de sementes de S. virgata, do segundo ao quinto dia após a embebição em água 

(controle), ABA (10-4 M) e etileno (1 μl.L-1, 10 μl.L-1, 100 μl.L-1). Os valores representam a 

média de três repetições. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste de LSD a 5%, 

p=0,05). 
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No endosperma, a atividade total da α-galactosidase aumentou 

gradativamente, apresentando pico de atividade ao redor do quarto e quinto dia 

após a embebição, em todos os tratamentos (Fig. 4B). Em sementes de S. virgata, 

demonstrou-se que a degradação dos galactomananos ocorreu a partir do terceiro 

dia após a embebição em água, sendo intensa no quinto dia após a embebição 

(Tonini et al. 2006). 

Apesar do pico de atividade da enzima ter sido no mesmo período entre o 

controle e os tratamentos, a presença de etileno, em todas as concentrações, 

parece ter induzido a atividade da α-galactosidase, já que a atividade da enzima 

foi bem maior no terceiro dia após a embebição e, inclusive, no quinto dia após a 

embebição nas sementes embebidas em etileno a 1 e 10 μL.L-1 quando 

comparada com as do controle (Fig. 4B).  

Sabendo que a produção da α-galactosidase ocorre durante a maturação 

das sementes (Capítulo 1), sugere-se que o etileno esteja envolvido, no início do 

período pós-germinativo, na ativação da α-galactosidase pré-formada, 

possivelmente através do processo proteolítico mencionado acima. Desta forma, o 

etileno estaria estimulando a síntese ou a ativação de proteases relacionadas a 

ativação da α-galactosidase.  

Ainda no capítulo 1, foi sugerida a síntese de novo de enzimas relacionadas 

ao controle da α-galactosidase no final do processo de degradação dos 

galactomananos, através de sua degradação ou desativação, a fim de evitar o 

excesso de açúcares redutores e sacarose. Neste contexto, no final do processo 

de degradação dos galactomananos, modulando a atividade da α-galactosidase, 

sugere-se que o etileno estaria reprimindo a síntese de novo de proteases.  

Nas sementes embebidas em ABA a atividade total da α-galactosidase 

apresentou pico somente no quinto dia, apresentando uma atividade enzimática 

menor, praticamente a metade quando comparada ao controle, no quarto e quinto 

dia após a embebição (Fig. 4B). Em sementes de S. virgata, demonstrou-se que a 
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degradação dos galactomananos ocorreu a partir do terceiro dia após a 

embebição em água, enquanto em presença do ABA, a degradação intensa 

ocorreu somente no quinto dia após a embebição (Tonini et al. 2006). 

Sabendo que em presença do ABA ocorre um retardamento na degradação 

dos galactomananos, pode-se sugerir que a menor atividade total da α-

galactosidase observada no quarto dia após a embebição, quando comparada a 

do controle, esteja relacionada ao efeito inibidor do ABA, no início do período pós-

germinativo, sobre a ativação da α-galactosidase pré-formada, possivelmente 

através do processo proteolítico, já que o ABA teve efeito modulador nos teores de 

proteínas totais, supostamente inibindo a síntese ou a ativação de proteases e, 

conseqüentemente, a degradação das proteínas no início do processo pós-

germinativo (Fig. 3B). 

Além disto, pode-se sugerir que a menor atividade total da α-galactosidase 

observada no quinto dia após a embebição, quando comparado a do controle (Fig. 

4B), esteja relacionada ao efeito indutor do ABA sobre a degradação ou 

desativação da α-galactosidase no final do processo de degradação dos 

galactomananos, possivelmente através da indução da síntese de novo de 

proteases no final do processo, modulando a atividade da enzima.  

Desta forma, observou-se que o etileno apresentou um efeito indutor na 

atividade total da α-galactosidase, tanto no tegumento quanto no endosperma, 

enquanto o ABA apresentou um efeito modulador desta atividade, diminuindo-a no 

endosperma. Este efeito modulador do ABA sobre a degradação das reservas em 

sementes de S. virgata já havia sido observado por Tonini et al. (2006), que 

sugeriu uma relação de causa e efeito entre o ABA e a ação das enzimas 

hidrolíticas.  

Além disto, sabe-se que o etileno pode regular a atividade de diversas 

enzimas, como a α-galactosidase durante a germinação de sementes de 

Amaranthus caudatus (Bialecka & Kepczynska 2007) e a endo-β-mananase 

durante a germinação de sementes de alface (Cardoso 2004, Nascimento et al. 

2004, Nascimento et al. 2005) e de tomate (Pirrello et al. 2006).  
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Como estes hormônios agem de forma antagônica sobre a atividade da α-

galactosidase, um balanço ideal entre o etileno e o ABA permite que a degradação 

de reservas ocorra eficientemente em sementes de S. virgata. Neste processo, o 

ABA e o etileno estariam regulando a atividade de proteases, que seriam 

responsáveis pela ativação da α-galactosidase no início do processo pós-

germinativo e pela desativação da enzima no final do processo de degradação 

intensa dos galactomananos, a fim de evitar o excesso de açúcares redutores no 

tecido e a produção de sacarose.  

Em diversas espécies já foi demonstrada uma interação antagônica entre 

as vias de sinalização do etileno e do ABA; como em sementes de Arabidopsis 

thaliana (Beaudoin et al. 2000, Ghassemian et al. 2000, León & Sheen 2003, 

Cernac et al. 2006), Arachis hypogaea (amendoim) (Kepczynski & Kepczynska 

1997), Cicer arietinum (Gallardo et al. 1992, Gallardo et al. 1994; Matilla 2000), 

cevada (Chen & An 2006), maça (Kepczynski & Kepczynska 1997), tabaco 

(Leubner-Metzger et al. 1998) e tomate (Pirrello et al. 2006).  

Pode-se ainda sugerir que parte da α-galactosidase utilizada no 

endosperma seja modificada e/ou apenas armazenada no tegumento antes de sua 

utilização na degradação dos galactomananos, o que explicaria a presença da 

enzima no tecido e o pico anterior de α-galactosidase no tegumento quando 

comparado ao endosperma (Fig. 4). Tonini et al. (2007) já havia sugerido a 

participação do tegumento na modificação e/ou armazenamento das enzimas 

hidrolíticas em sementes de S. virgata, controlando a ação dessas hidrolases 

durante e após a germinação. 

 

6. Conclusões 

 

Com base nos resultados obtidos sugere-se que no período pós-

germinativo, quando ocorre a degradação dos galactomananos, a α-galactosidase 

pré-formada durante a maturação seria ativada, possivelmente, através de um 

processo proteolítico que envolveria proteases sintetizadas de novo ou pré-
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formadas durante a maturação, produzidas ou ativadas, respectivamente, através 

da via de sinalização dos hormônios. Dentro deste contexto, sugere-se que a 

síntese ou ativação das proteases possa ser induzida pela via de sinalização do 

etileno e/ou reprimidas pela do ABA (Fig. 5).  

Além do controle proteolítico mencionado acima no início do período pós-

germinativo, sugere-se um processo de regulação da α-galactosidase no final do 

processo de degradação dos galactomananos, após atividade intensa da α-

galactosidase, através da via de sinalização do ABA e do etileno. Neste processo, 

o ABA e o etileno estariam antagonicamente induzindo ou reprimindo, 

respectivamente, a síntese de novo de proteases, que seriam responsáveis pela 

desativação da α-galactosidase no final do processo de degradação dos 

galactomananos (Fig. 5).  

Desta forma, para que a degradação de reservas ocorra eficientemente em 

sementes de S. virgata, a fim de evitar o excesso de açúcares redutores no tecido 

e a produção de sacarose, torna-se necessário um balanço ideal entre o etileno e 

o ABA durante e após a degradação dos galactomananos.  

Ainda, como as proteases citadas no controle da atividade da α-

galactosidase e, conseqüentemente, na degradação dos galactomananos 

estariam envolvidas também no controle do processo de degradação das 

proteínas de reservas (Fig. 5), sugere-se que a mobilização de reservas de 

carbono (galactomananos) no endosperma de sementes de S. virgata deve estar 

relacionada à mobilização das reservas de nitrogênio (proteínas) no mesmo 

tecido, possivelmente garantindo o afluxo sincrônico de compostos carreadores 

dos dois macronutrientes (C e N) para o desenvolvimento do embrião e 

estabelecimento da plântula. Desta forma, mesmo utilizando abordagens 

diferentes, em que se consideram as ações hormonais sobre a degradação de 

reservas das sementes de S. virgata, chega-se à mesma conclusão que aquela 

formulada no capítulo anterior.  
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Figura 5. Modelo esquemático do mecanismo de controle da α-galactosidase no 

endosperma de sementes de S. virgata durante e após a germinação. 
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CAPÍTULO 3 
 

 

EFEITO DOS AÇÚCARES SOBRE O ABA E O ETILENO DURANTE 

O PROCESSO DE DEGRADAÇÃO DAS RESERVAS EM 

SEMENTES DE Sesbania virgata (CAV.) PERS. 
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1. Resumo 
 

Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. acumulam suas reservas de 

carbono no endosperma na forma de um polissacarídeo de parede celular, o 

galactomanano. Além da reserva de carbono, há uma grande quantidade de 

corpos protéicos, no citoplasma das células endospérmicas, que constituem a 

principal reserva de nitrogênio nestas sementes. Para que ocorra a correta 

distribuição dos produtos de degradação das reservas deve haver mecanismos 

eficientes de controle nos processos de degradação das reservas de carbono e 

nitrogênio. Sabe-se que o ABA, além de prevenir a degradação das proteínas de 

reserva, inibe a degradação do galactomanano, interferindo na atividade das 

enzimas hidrolíticas. Em contrapartida, o etileno estimula a síntese e/ou a 

atividade de enzimas relacionadas à degradação do endosperma, 

antagonicamente ao ABA. Buscando verificar e relacionar o efeito do ácido 

abscísico e do etileno aos açúcares na degradação das reservas após a 

germinação de S. virgata, sementes desta espécie foram embebidas em água, 

glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M) e os efeitos destes foram verificados 

através da produção endógena de etileno e ABA destas sementes. Analisando a 

produção endógena de ABA, observou-se que este hormônio esteve presente em 

altas quantidades no primeiro e no quarto dia após a embebição, ou seja, no início 

do período germinativo e durante a degradação das reservas. A alta concentração 

de ABA principalmente no tegumento durante a germinação, assim como sua 

presença no tecido durante o período pós-germinativo, deve estar envolvida na 

síntese, modificação e/ou armazenamento das enzimas hidrolíticas presentes no 

tecido e nas regiões do endosperma próximas ao tegumento, a fim de modular a 

degradação das reservas através das enzimas hidrolíticas. Quanto à produção 

endógena de etileno, observou-se um aumento brusco do hormônio durante o 

período de mobilização das reservas, mais especificamente no quarto dia após a 

embebição, que pode estar relacionado à influência do etileno na atividade das 

enzimas hidrolíticas em sementes de S. virgata. Ainda, como ocorreram mudanças 
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na produção de ABA e etileno endógeno na presença de glucose e sacarose, 

sugere-se uma relação entre a via de sinalização destes hormônios e a dos 

açúcares, que parece controlar o processo de degradação das proteínas e dos 

galactomananos, evitando a produção dos açúcares redutores e a produção de 

sacarose em excesso durante o período pós-germinativo. A influência da glucose 

e sacarose no controle da produção de ABA e etileno endógeno torna-se possível 

in vivo, já que estes açúcares estão disponíveis endogenamente nas sementes 

durante a produção destes hormônios. Desta forma, estas evidências sugerem 

que o ABA e o etileno controlariam antagonicamente a mobilização de reservas 

em sementes de S. virgata, juntamente com os açúcares, a fim de garantir o afluxo 

eficiente de carbono e nitrogênio para o desenvolvimento da plântula. 

 

2. Introdução 

 

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptação aos seus 

respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acúmulo de certos compostos 

de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Há enorme variação na 

composição de sementes, mas as substâncias armazenadas em grande 

quantidade constituem os carboidratos e as proteínas (Buckeridge et al. 2004a).  

As sementes de leguminosas são conhecidas por serem ricas em proteínas 

de reserva. Nesse grupo podemos incluir Sesbania virgata (Cav.) Pers., com cerca 

de 45% do peso seco da semente em proteínas (Buckeridge et al. 2004b). S. 

virgata é uma planta com hábito arbustivo que ocorre principalmente em regiões 

úmidas ou alagadas, como na galeria de florestas de regiões Neotropicais, e está 

associada com os primeiros estágios da sucessão ecológica (Kissmann & Groth 

1999, Potomati & Buckeridge 2002). 

As proteínas de reserva estão usualmente presentes em vacúolos de 

reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de 

dicotiledôneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a, 

Tonini et al. 2006). Além disso, várias enzimas podem estar presentes também 
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nos corpos protéicos, e durante a mobilização de reservas outras enzimas podem 

ser adicionadas (Bewley & Black 1994).  

A hidrólise das proteínas de reserva aos seus aminoácidos constituintes é 

realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteínas ou 

produzirem pequenos polipeptídeos que são degradados posteriormente por 

peptidases (Bewley & Black 1994). 

Quanto às reservas de carboidratos, sementes de diversas espécies de 

leguminosas são conhecidas por acumular galactomananos na parede celular dos 

endospermas das sementes, sendo denominados polissacarídeos de reserva de 

parede celular (PRPC) (Reid 1985, Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 

2000b, Buckeridge et al. 2004a).  

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilização do 

galactomananos inicia após a germinação (Buckeridge et al. 2000c, Tonini et al. 

2006), sendo mediada por três enzimas hidrolíticas: α- galactosidase (EC 

3.2.1.22), endo-β-mananase (EC 3.2.1.78) e exo-β-manosidase (EC 3.2.1.25) 

(Reid & Meier 1972, McCleary & Matheson 1976, Buckeridge & Dietrich 1996). 

Além de prevenir a degradação das proteínas de reserva (Garciarrubio et al. 

1997), sabe-se que o ácido abscísico (ABA) é um potente inibidor da degradação 

do galactomanano, e está envolvido no mecanismo de regulação dessa 

mobilização em diversas espécies de sementes (Seiler 1977, Halmer & Bewley 

1979, Groot & Karssen 1992, Reid & Meier 1973, Malek & Bewley 1991, Kontos & 

Spyropoulos 1995), como em S. virgata (Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 

2006), interferindo na atividade das enzimas hidrolíticas (Buckeridge et al. 2000a, 

Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2006).  

Antagonicamente ao ABA, acredita-se que o etileno possa agir estimulando 

a síntese e/ou a atividade de enzimas relacionadas à degradação do endosperma 

(Bialecka & Kepczynska 2007, Nascimento et al. 2005, Pirrello et al. 2006).  

A presença de ácido abscísico no tegumento de sementes de S. virgata 

sugere a participação conjunta desse hormônio com o tegumento no mecanismo 

de controle da degradação das proteínas de reserva e dos galactomananos 
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(Tonini et al. 2006, Tonini et al. 2007). Kontos & Spyropoulos (1996) sugeriram 

que o tegumento pode controlar a produção de enzimas hidrolíticas no 

endosperma de sementes de Ceratonia siliqua, assim, como em sementes de 

tomate, (Nonogaki et al. 1992, Nomaguchi et al. 1995). 

Além disto, sabendo que os açúcares atuam como moléculas sinalizadoras 

e que a via de sinalização dos açúcares não opera isoladamente (Smeekens 

2000, Rognoni et al. 2007), existem evidências genéticas para uma interação entre 

a via de sinalização do ABA e a via de sinalização de açúcares, bem como de 

outras classes de hormônios vegetais (Taiz & Zeiger 2004). 

Dentro deste contexto, as respostas aos açúcares seriam diretamente 

mediadas pelo ABA, pela via de indução da sua biossíntese e pela ativação de 

alguns genes de sinalização do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Chen et al. 

2006). Apesar de alguns autores acreditarem que o ABA não está diretamente 

envolvido na sinalização dos açúcares, mas na regulação da maneira como os 

tecidos respondem aos açúcares (Rook et al. 2001). Outros autores acreditam, 

ainda, que a glucose não age pela via de biossíntese do ABA (Dekkers et al. 

2004), sugerindo que este açúcar pode retardar a germinação por atrasar o 

declínio da concentração de ABA endógeno (Price et al. 2003), afetando a 

estabilidade do ABA (Dekkers et al. 2004).  

No caso do etileno, acredita-se que este hormônio interage com a via de 

sinalização dos açúcares, porém antagonicamente, controlando o 

desenvolvimento inicial da plântula (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt 2001, 

Rognoni et al. 2007).  

Desta maneira, a glucose antagoniza a via de sinalização do etileno por 

ativar os genes relacionados a biossíntese e sinalização do ABA (Cheng et al. 

2002), modulando as respostas ao etileno, de uma maneira dependente do ABA 

(León & Sheen 2003). A diminuição das respostas ao ABA e aos açúcares é 

geralmente acompanhada por um aumento na síntese e respostas ao etileno 

(Finkelstein & Gibson 2001). É possível, também, que a glucose possa inibir a via 

de sinalização do etileno diretamente (Rolland et al. 2002).  
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O objetivo deste trabalho foi verificar os níveis de ácido abscísico e etileno 

endógeno nos diferentes tecidos sob influência dos açúcares, buscando relacionar 

a via de sinalização destes hormônios à via de sinalização dos açúcares, a fim de 

compreender os diversos mecanismos de controle durante e após a germinação 

de sementes de S. virgata. 

 

3. Material 

 

Foram utilizadas sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. obtidas de 

frutos colhidos de diversas plantas localizadas na região urbana de São Bernardo 

do Campo, São Paulo. 

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias 

após a antese, baseando-se na coloração. Os frutos colhidos apresentavam 

coloração escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as 

sementes apresentavam coloração castanha, com 5 - 7,5 mm de comprimento por 

cerca de 4 mm de largura e 2,6 - 3mm de espessura, com aproximadamente 7,5% 

de teor de água e 0,07 g de matéria seca.  

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas 

percentagens de germinação (80%) até 5 anos após a coleta, se as sementes 

forem armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente.  

 

4. Métodos 

 

4.1. Efeitos dos açúcares nos níveis endógenos de etileno 

 

Após o beneficiamento dos frutos, as sementes quiescentes foram 

escarificadas mecanicamente com lixa e incubadas sobre papel de filtro em 

erlenmeyers de 125 mL (6 cm de diâmetro), fechados com rolhas de borracha, 

contendo 0,5 mL de solução/semente, em condições de 12h de luz e temperatura 

de aproximadamente 25 oC. As sementes foram embebidas em água (controle), 
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solução de glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M) (Price et al. 2003, Tiné & 

Buckeridge - resultados não publicados). A cada 24 horas de incubação, do 

primeiro ao quinto dia após a embebição, período germinativo e pós-germinativo 

que abrange o início e a degradação intensa das reservas, foi efetuada a dosagem 

de etileno endógeno (10 sementes por tratamento a cada dia, com três 

repetições). 

A análise de etileno foi realizada pela injeção de amostras do ar do interior 

dos frascos em um cromatógrafo a gás da Hewlett-Packard (GC-6890). A coluna 

utilizada foi a HP-Plot Q (30 m, D.I. 0,53 mm), equipada com detector por 

ionização de chama. O volume de injeção foi de 1 ou 10 mL, dependendo da 

amostra, empregando o modo de injeção pulsed splitless. As condições de injeção 

empregadas foram: pressão de 20 psi por 2 minutos, fluxo de ventilação de 5 

mL.min-1 após 30 segundos de injeção e temperatura do injetor em 200 oC. As 

demais condições cromatográficas empregadas foram: corrida isotérmica a 30 oC, 

empregando hélio como gás carregador em fluxo constante de 1 mL.min-1, 

temperatura do detector em 250 oC, fluxo de ar e hidrogênio no detector em 450 

mL.min-1 e 40 mL.min-1, respectivamente. A estimativa da quantidade de etileno 

produzida pelas sementes foi feita em relação à injeção de 10 μL de um padrão de 

100 μL.L-1 de etileno em ar sintético da Air Liquid. 

 

4.2. Efeitos dos açúcares nos níveis endógenos de ABA 

 

Após o beneficiamento dos frutos, as sementes quiescentes foram 

escarificadas mecanicamente e incubadas sobre papel de filtro em placas de Petri 

(9 cm de diâmetro) contendo 0,5 mL de solução/semente, em condições de 12h de 

luz e temperatura de aproximadamente 25 oC. As sementes foram embebidas em 

água (controle), solução de glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M) (Price et al. 

2003, Tiné & Buckeridge - resultados não publicados). A cada 24 horas de 

incubação, do primeiro ao quinto dia após a embebição, as sementes foram 

coletadas (30 sementes por tratamento a cada dia, com três repetições) e 
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dissecadas, separando-se o tegumento e o endosperma. Os tecidos separados 

foram submetidos à técnica de determinação da concentração de ABA endógeno 

pelo GC-SIM-MS, adaptado de Chen et al. (1988) e Santos et al. (2004).  

Os tecidos isolados, com no mínimo 500 mg, foram macerados usando 

nitrogênio líquido e submetidos à extração com álcool, com adição de 4 mL de 

metanol 80% (com BHT 40mg.L-1) por amostra e agitação por 20 horas no escuro 

a 4 oC. Nessa etapa da extração foram adicionados, para cada amostra, 10 µL de 

ABA radiativo (1µg) , como um padrão interno utilizado para determinar 

rentabilidade da extração e da purificação do ABA. Os extratos foram filtrados em 

lã de vidro, seguidos por filtração em coluna Sep-Pak C-18, previamente ativada 

com 80% de metanol. Os extratos filtrados foram secos, metilados com 1 mL de 

diazometano em éter por 30 min, secos em fluxo de nitrogênio, resuspendidos em 

100 µL de metanol e analisados por cromatógrafo de gás-líquido da Agilent (GC-

6890) com espectrometria de massa da Agilent (MS-5973), utilizando uma coluna 

de polaridade média HP1701 (30 m, D.I. 0,25 mm), no modo de monitoramento de 

íons (SIM). O volume de injeção foi de 1 µL, empregando o modo de injeção 

splitless, empregando hélio como gás carregador em fluxo constante de 1 mL.min-

1, com temperatura do injetor em 200 oC. A estimativa da quantidade de ABA 

produzido pelas sementes foi feita em relação à detecção da área dos íons do 

ABA endógeno e do padrão interno da amostra e da concentração inicial do 

padrão interno. 

 

4.3. Níveis endógenos de glucose e sacarose nas sementes 

 

Após o beneficiamento dos frutos, as sementes quiescentes foram 

escarificadas mecanicamente e incubadas sobre papel de filtro em placas de Petri 

(9 cm de diâmetro) contendo 0,5 mL de água/semente, em condições de 12h de 

luz e temperatura de aproximadamente 25 oC. A cada 24 horas de incubação, do 

primeiro ao quinto dia após a embebição, as sementes foram coletadas (10 
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sementes por tratamento a cada dia, com três repetições) e dissecadas, 

separando-se o tegumento e o endosperma. 

Os tecidos isolados foram macerados usando nitrogênio líquido, liofilizados 

e submetidos a quatro extrações repetitivas com álcool, com adição de 1,5 mL de 

etanol 80% por amostra, por 20 min a 80 oC. A cada extração, as amostras foram 

centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante recolhido. Após todas 

as extrações, os sobrenadantes recolhidos foram reunidos, secos, resuspendidos 

em 1 mL de água destilada e analisados por cromatógrafo de troca aniônica de 

alta performance com detector de pulso amperométrico da Dionex (HPAEC/ PAD - 

DX500), utilizando a coluna Carbo-Pac PA1. A estimativa da quantidade de 

glucose e sacarose nas sementes foi feita em relação à detecção da área dos íons 

dos respectivos açúcares e do padrão, sendo considerada para o cálculo a 

concentração conhecida dos açúcares do padrão. 

 

5. Resultados/Discussão 

 

5.1. Efeitos dos açúcares nos níveis endógenos de ABA 

 

Primeiramente foi comparada a taxa de germinação, a massa fresca das 

sementes intactas e a massa fresca do tegumento, do endosperma e do embrião 

isolado das sementes embebidas em água (controle), glucose e sacarose.  

Analisando a porcentagem de germinação ao longo do período, observou-

se que a germinação completa das sementes ocorreu somente no segundo dia 

após a embebição, tanto no controle como nos tratamentos, não havendo 

aparentemente influência dos açúcares sobre o processo germinativo (Fig. 1). 

Sabe-se que as sementes de Sesbania virgata atingem 100% de germinação 

entre o segundo e terceiro dias após a embebição (Buckeridge & Dietrich 1996, 

Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2007).  
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Figura 1. Taxa de germinação em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia após 

a embebição em água (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores 

representam a média de três repetições.  

 

Aparentemente, como mencionado, tanto a glucose como a sacarose não 

tiveram nenhuma influência sobre a taxa de germinação em sementes de S. 

virgata (Fig. 1). Realmente, concentrações similares de glucose e sacarose não 

inibiram a germinação de sementes de Arabidopsis thaliana, não tendo nenhum 

efeito sobre o processo. (Cernac et al. 2006). Apesar disso, estes açúcares, 

principalmente em concentrações mais altas, inibem a germinação de algumas 

espécies (Zhou et al. 1998, Price et al. 2003, Dekkers et al. 2004, Cernac et al. 

2006).  

Quanto à variação de massa fresca das sementes ao longo do mesmo 

período, observou-se um aumento gradativo nos valores de massa fresca das 

sementes, tanto no controle como nos tratamentos, apesar das sementes 

embebidas em glucose e sacarose terem apresentado massa fresca menor, 

quando comparadas com as sementes embebidas em água, principalmente a 

partir do terceiro dia após a embebição (Fig. 2).  
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Figura 2. Massa fresca das sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia após a 

embebição em água (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores 

representam a média de três repetições. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste 

de LSD a 5%, p=0,05). 

 

 Este aumento de massa fresca das sementes intactas durante o período 

germinativo e pós-germinativo deve estar relacionado à absorção de água durante 

a germinação e ao alongamento e crescimento do embrião principalmente após a 

germinação. Desta forma, sugere-se que a presença de glucose e sacarose 

tenham diminuído a absorção de água durante a germinação e reprimido o 

alongamento e crescimento do embrião durante e após o processo germinativo 

(Fig. 2), apesar de não ter influenciado o processo germinativo, que foi similar ao 

controle (Fig. 1). Sabe-se que a glucose e a sacarose podem inibir o 

desenvolvimento inicial da nova plântula após a germinação de sementes de 

Arabidopsis (Gibson et al. 2001, Price et al. 2003, Dekkers et al. 2004).  

Comparando com o tegumento, observou-se que os valores de massa 

fresca desse tecido permaneceram praticamente constantes por todo o período, 

tanto no controle como nos tratamentos, não ocorrendo diferenças significativas 

entre estes (Fig. 3A).  
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Figura 3. Massa fresca dos tegumentos (A), dos endospermas (B) e dos embriões 

isolados (C) de sementes de S. virgata, do segundo ao quinto dia após a embebição em 

água (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores representam a média 

de três repetições. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste de LSD a 5%, 

p=0,05). 
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Analisando o endosperma, observou-se uma diminuição gradativa nos 

valores de massa fresca deste tecido, tanto no controle como nos tratamentos, a 

partir do terceiro dia após a embebição (Fig. 3B). Embora na presença de glucose, 

o endosperma tenha apresentado massa fresca maior no quarto e quinto dias 

após a embebição, quando comparada com a do endosperma das sementes 

embebidas em água (Fig. 3B), indicando inibição na degradação do endosperma 

nas sementes embebidas em glucose.  

Em sementes de S. virgata, a mobilização das proteínas de reserva e dos 

galactomananos e o crescimento e desenvolvimento do embrião e da nova 

plântula começam somente quando a germinação termina, durante o processo 

chamado de pós-germinação (Bewley & Black 1994, Tonini et al. 2006).  

Sabendo que a glucose e a galactose são epímeros e, ainda, que a 

galactose pode inibir a ação da α-galactosidade sobre os galactomananos 

(Buckeridge, comunicação pessoal), sugere-se que a inibição da degradação do 

endosperma em presença da glucose ocorra como conseqüência da inibição da 

atividade da α-galactosidade.  

 Quanto ao embrião, ocorreu um aumento gradativo nos valores de massa 

fresca das sementes, tanto no controle como nos tratamentos, apesar das 

sementes embebidas em glucose e sacarose terem apresentado massa fresca 

menor, quando comparadas com as sementes embebidas em água, 

principalmente no quarto e quinto dias após a embebição (Fig. 3C). 

 Desta forma, como já mencionado acima, a presença de glucose e 

sacarose parece ter reprimido o alongamento e crescimento do embrião após o 

processo germinativo. 

Analisando a produção de ABA endógeno no tegumento das sementes 

embebidas em água, observou-se que este hormônio esteve presente em altas 

quantidades no primeiro e no quarto dia após a embebição, ou seja, no início do 

período germinativo e durante a degradação de reservas (Fig. 4). Sabe-se que a 

degradação intensa das proteínas de reserva e dos galactomananos presentes no 
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endosperma ocorre entre o terceiro e quinto dias após a embebição (Buckeridge & 

Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000b, Tonini et al. 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Produção de ABA nos tegumentos isolados de sementes de S. virgata, do 

primeiro ao quinto dia após a embebição em água. Os valores representam a média de 

três repetições. (médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de 

LSD a 5%, p=0,05). 

 

Apesar da produção de ABA ter sido muito alta no primeiro dia após a 

embebição (Fig. 4), acredita-se que este hormônio não influencie o processo 

germinativo em sementes de S. virgata, já que a taxa de germinação não é 

alterada significativamente com a presença de ABA exógeno quando comparado 

ao controle (Capítulo 2). Desta forma, embora o ABA esteja envolvido no 

mecanismo de dormência de sementes em diversas espécies, induzindo um 

retardamento temporal no processo de germinação ou inibindo a germinação sob 

condições desfavoráveis, bem como no mecanismo de inibição da germinação 

precoce e viviparidade (Taiz & Zeiger 2004), este hormônio, aparentemente, não 

tem nenhuma influência sobre a taxa de germinação em sementes de S. virgata.  
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Desta forma, a alta concentração de ABA no tegumento no início da 

germinação, assim como sua presença no tecido durante o período pós-

germinativo, deve estar envolvida na síntese, modificação e/ou armazenamento 

das enzimas hidrolíticas presentes no tecido e nas regiões do endosperma 

próximas ao tegumento, a fim de modular a degradação das reservas através das 

enzimas hidrolíticas. Esse mecanismo teria um papel importante no controle de 

degradação do galactomanano e enfraquecimento do endosperma em torno da 

radícula, necessária para que ocorra a germinação, e na degradação do 

endosperma lateral, evitando a produção de açúcares redutores em excesso. 

Tonini et al. (2007) já haviam sugerido a participação do tegumento na 

modificação e/ou armazenamento das enzimas hidrolíticas em sementes de S. 

virgata, controlando a ação dessas hidrolases durante e após a germinação, 

possivelmente junto com o ABA presente no tecido. 

Em sementes embebidas em glucose e sacarose, pode-se observar que, 

como no controle, a quantidade de ABA endógeno no tegumento foi muito alta no 

primeiro e quarto dias após a embebição (Fig. 5). Apesar das semelhanças entre 

as curvas de produção de ABA no tegumento das sementes embebidas em água, 

glucose e sacarose, a presença de glucose parece ter induzido a produção de 

ABA durante o período germinativo e, inclusive, no início do período pós-

germinativo no tegumento isolado, já que a quantidade de ABA foi 

significativamente maior, quando comparado ao controle, no primeiro, segundo e 

terceiro dias após a embebição (Fig. 5).  

Esse aumento pode ser relacionado à indução, causada pelos açúcares, da 

biossíntese do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Cheng et al. 2002, León & 

Sheen 2003, Chen et al. 2006, Dekkers & Smeekens 2007) e não a um atraso no 

declínio da concentração de ABA endógeno decorrente da adição de açúcares, 

como sugerido por Price et al. (2003).  
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Figura 5. Produção de ABA nos tegumentos isolados de sementes de S. virgata, do 

primeiro ao quinto dia após a embebição em água (controle), glucose (0,05 M) e sacarose 

(0,025 M). Os valores representam a média de três repetições. (* = os tratamentos 

diferem do controle pelo teste de LSD a 5%, p=0,05). 

 

Em contrapartida, a presença de sacarose parece ter controlado a produção 

do hormônio no fim da germinação e durante o período pós-germinativo, já que a 

quantidade de ABA foi menor, quando comparado ao controle, no segundo, 

terceiro e quarto dias após a embebição (Fig. 5). Em concentrações baixas, a 

adição de açúcares ao meio de incubação das sementes suprime a ação inibitória 

do ABA (Garciarrubio et al. 1997, Finkelstein & Lynch 2000). Os açúcares 

parecem interagir com os hormônios de várias maneiras, dependendo da 

concentração dos açúcares e da resposta analisada (Finkelstein & Gibson 2001). 

Além disso, apesar da sacarose ser a principal forma de carbono 

translocada, as hexoses parecem exercer um papel maior na regulação dos 

açúcares (Sturm & Tang 1999).   

Como a glucose induziu a produção de ABA durante e após a germinação 

(Fig. 5), sugere-se uma relação íntima entre a via de sinalização do ABA e a dos 

açúcares, mais especificamente da glucose, em sementes de S. virgata.  
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Durante este processo, a glucose estaria controlando a produção de ABA e, 

conseqüentemente, a degradação das proteínas de reserva, a ativação e atividade 

da α-galactosidase e a degradação dos galactomananos. Realmente, sabe-se que 

a glucose atrasa a degradação de reservas (Lu & Hills 2002, To et al. 2002) e inibe 

o desenvolvimento inicial da nova plântula após a germinação (Price et al. 2003, 

Dekkers et al. 2004).  

Desta forma, sugere-se a influência do ABA durante o período de 

degradação das reservas em sementes de S. virgata, possivelmente controlando a 

atividade das enzimas hidrolíticas relacionadas ao processo, e uma relação entre 

a via de sinalização do ABA e a dos açúcares, a fim de controlar o processo de 

degradação dos galactomananos, evitando a produção dos açúcares redutores e 

sacarose em excesso durante o período pós-germinativo e promover o 

desenvolvimento inicial da plântula. O excesso de açúcares leva à produção de 

amido transitório (Reid 1971, Buckeridge & Dietrich 1996) e com isto gastos 

energéticos adicionais para a plântula. 

 

5.2. Efeitos dos açúcares nos níveis endógenos de etileno 

 

Analisando a produção de etileno endógeno nas sementes embebidas em 

água, observou-se que este hormônio esteve presente em pequenas quantidades 

no primeiro e segundo dias após a embebição, ou seja, durante o período 

germinativo (Fig. 6). Entretanto, durante o período pós-germinativo, a produção de 

etileno aumenta bruscamente, praticamente quatro vezes mais, ocorrendo a maior 

concentração de hormônio no quarto dia após a embebição (Fig. 6).  

Como a produção de etileno endógeno foi muito baixa no primeiro e 

segundo dias após a embebição (Fig. 6), sugere-se que este hormônio não 

influencie o processo germinativo em sementes de S. Virgata, uma vez que a taxa 

de germinação não é alterada significativamente com a presença de etileno 

exógeno quando comparado ao controle (Capítulo 2).  
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Figura 6. Produção de etileno em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia após 

a embebição em água. Os valores representam a média de três repetições. (médias 

seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de LSD a 5%, p=0,05). 

 

Embora muitos trabalhos relacionem a produção deste hormônio durante o 

período germinativo à quebra da dormência e germinação, como em sementes de 

Arabidopsis thaliana (Beaudoin et al. 2000), Amaranthus caudatus (Kepczynski & 

Karssen 1985, Kepczynski & Kepczynska 1997, Bialecka & Kepczynska 2003), 

Lactuca sativa (alface) (Steward & Freebairn 1969, Negm & Smith 1978, Abeles 

1986, Saini et al. 1989, Nascimento et al. 2004), Nicotiana tabacum (tabaco) 

(Khalil 1992), Pisum sativum (ervilha) (Gorecki et al. 1991, Petruzzelli et al. 1995), 

dentre outras. O papel deste hormônio na germinação continua controverso. 

Alguns autores afirmam que a produção do etileno é uma conseqüência da 

germinação, enquanto outros sugerem que a produção de etileno seja necessária 

à germinação (Abeles et al. 1992, Matilla 2000). Dentre as sementes que 

requerem etileno para germinar, algumas são extremamente sensíveis enquanto 

outras requerem altas quantidades do gás (Esashi 1991, Kepczynski & 

Kepczynska 1997, Matilla 2000). Além disso, em alguns casos a presença deste 
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gás inibe ou não afeta a germinação (Kepczynski & Kepczynska 1997, Matilla 

2000).  

Após o período germinativo, a quantidade de etileno aumenta 

expressivamente, quatro vezes mais (Fig. 6), sugerindo a participação deste 

hormônio durante a degradação de reservas, que ocorre no período pós-

germinativo. Realmente, através da aplicação de etileno exógeno, pode-se 

observar a influência deste hormônio na atividade da α-galactosidase e, 

conseqüentemente, na degradação dos galactomananos (Capítulo 2), 

comprovando a participação deste hormônio durante o período pós-germinativo. 

 Em sementes embebidas em glucose e sacarose, pode-se observar que, 

como no controle, a quantidade de etileno endógeno foi muito baixa no primeiro e 

segundo dias após a embebição, aumentando bruscamente após a germinação 

(Fig. 7). Ainda como no controle, a produção de etileno endógeno nas sementes 

embebidas em sacarose foi maior no quarto dia após a embebição, enquanto nas 

sementes embebidas em glucose a maior quantidade de hormônio foi observada 

ao redor do terceiro e quarto dias após a embebição (Fig. 7). 

Apesar das semelhanças entre as curvas de produção de etileno em 

sementes embebidas em água, glucose e sacarose, a presença de glucose e 

sacarose parece ter controlado a produção de etileno, que foi significativamente 

menor, quando comparado ao controle, ao longo do processo germinativo e pós-

germinativo (Fig. 7). 

Como os açúcares reprimiram a produção de etileno durante e após a 

germinação (Fig. 7), sugere-se uma relação íntima entre a via de sinalização do 

etileno e a dos açúcares em sementes de S. virgata.  

Durante este processo a glucose e a sacarose estariam controlando a 

produção de etileno e, conseqüentemente, a degradação das proteínas de 

reserva, a ativação e atividade da α-galactosidase e a degradação dos 

galactomananos, a fim de evitar a formação de açúcares em excesso e promover 

o desenvolvimento inicial da plântula. Sabe-se que a glucose atrasa a degradação 

de reservas (Lu & Hills 2002, To et al. 2002) e inibe o desenvolvimento inicial da 
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nova plântula após a germinação (Price et al. 2003, Dekkers et al. 2004), assim 

como a sacarose (Gibson et al. 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Produção de etileno em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia após 

a embebição em água (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores 

representam a média de três repetições. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste 

de LSD a 5%, p=0,05). 

 

Em Arabidopsis, já foi demonstrada uma interação antagônica entre as vias 

de sinalização do etileno e a dos açúcares (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt 

2001, León & Sheen 2003, Yanagisawa et al. 2003, Gagne et al. 2004, Rognoni et 

al. 2007). Dentro deste contexto, a glucose antagonizaria a via de sinalização do 

etileno por ativar os genes relacionados a biossíntese e sinalização do ABA 

(Cheng et al. 2002), modulando as respostas ao etileno, de uma maneira 

dependente do ABA (León & Sheen 2003). A diminuição das respostas ao ABA e 

aos açúcares é geralmente acompanhada por um aumento na síntese e respostas 

ao etileno (Finkelstein & Gibson 2001). Embora seja possível, também, que a 

glucose possa inibir a via de sinalização do etileno diretamente (Rolland et al. 

2002). 
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 O efeito observado da glucose e sacarose em sementes de S. virgata é 

possível desde o primeiro dia após a embebição, pois a formação de açúcares não 

ocorre somente no período pós-germinativo com a degradação dos 

galactomananos, mas também durante a germinação, através da degradação dos 

oligossacarídeos da série rafinósica (Buckeridge & Dietrich 1996). Sabe-se que 

em sementes dessa mesma espécie, além dos galactomananos, outros 

compostos de reserva como os oligossacarídeos da série rafinósica estão 

presentes no endosperma, embora no citoplasma das células (Buckeridge & 

Dietrich 1996). 

Desta forma, sugere-se a influência do etileno durante o período de 

degradação das reservas em sementes de S. virgata, modulando a atividade das 

enzimas hidrolíticas relacionadas ao processo, e uma relação entre a via de 

sinalização do etileno e a dos açúcares, controlando assim o processo de 

degradação dos galactomananos, evitando a produção dos açúcares redutores e 

sacarose em excesso durante o período pós-germinativo. 

 

5.3. Níveis endógenos de glucose e sacarose nas sementes 

 

Analisando os níveis endógenos de glucose e sacarose nas sementes 

embebidas em água, observou-se que estes açúcares estiveram presentes nas 

sementes inteiras em quantidades inferiores no primeiro e segundo dias após a 

embebição, ou seja, durante o período germinativo (Fig. 8). Entretanto, durante o 

período pós-germinativo, a presença de glucose e sacarose aumentaram 

bruscamente, aproximadamente duas e três vezes mais, respectivamente, 

ocorrendo a maior concentração dos açúcares no quarto dia após a embebição 

(Fig. 8). Estas elevadas taxas de glucose e sacarose coincidiram com o segundo 

pico encontrado para a produção de ABA nas sementes embebidas em água, 

glucose e sacarose (Fig 5). 
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Figura 8. Níveis endógenos de glucose (A) e sacarose (B) nos tegumentos isolados e nas 

sementes íntegras de S. virgata, do primeiro ao quinto dia após a embebição em água. Os 

valores representam a média de três repetições. (médias seguidas pela mesma letra não 

diferem entre si pelo teste de LSD a 5%, p=0,05).  

 

Quanto aos níveis de glucose e sacarose endógenos no tegumento isolado, 

observou-se que não houve grandes variações na quantidade destes açúcares ao 

longo do período germinativo e pós-germinativo, embora as taxas maiores de 

glucose e sacarose tenham ocorrido no primeiro dia após a embebição (Fig. 8).  
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Estas elevadas taxas de glucose e sacarose encontradas no tegumento 

coincidiram com o primeiro pico encontrado para a produção de ABA nas 

sementes embebidas em água e em glucose e sacarose exógenas (Fig 5). Desta 

forma, torna-se possível, in vivo, a influência da glucose e sacarose no controle da 

produção de ABA endógeno, já que estes açúcares estariam disponíveis nas 

sementes durante a produção deste hormônio, sugerindo uma relação íntima entre 

a via de sinalização do ABA e a dos açúcares em sementes de S. virgata. 

 

6. Conclusões 

 

Com base em resultados obtidos nos Capítulos 1 e 2, sugere-se dois 

mecanismos de controle enzimático no período pós-germinativo, quando ocorre a 

degradação dos galactomananos. No primeiro mecanismo de controle, a ativação 

da α-galactosidase pré-formada durante a maturação ocorreria através de um 

processamento proteolítico, induzido pela via de sinalização do etileno e/ou 

reprimido pela do ABA (Fig. 9). Além do controle proteolítico que ocorre no início 

do período pós-germinativo, ocorreria um processo de regulação da α-

galactosidase no final do processo de degradação dos galactomananos, após 

atividade intensa da α-galactosidase, através também da via de sinalização do 

ABA e do etileno. Neste processo, o ABA e o etileno estariam antagonicamente 

induzindo e reprimindo, respectivamente, a síntese de novo de proteases, que 

seriam responsáveis pela desativação da α-galactosidase no final do processo de 

degradação dos galactomananos (Fig. 9).  
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Figura 9. Modelo esquemático do mecanismo de controle da α-galactosidase no 

endosperma de sementes de S. virgata durante e após a germinação.  
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Desta forma, para que a degradação de reservas ocorra eficientemente em 

sementes de S. virgata, seria necessário um balanço ideal entre o etileno e o ABA 

durante e após a degradação dos galactomananos. Dentro deste contexto, 

sugere-se a existência de correlação entre a via de sinalização do etileno e a dos 

açúcares durante e após a germinação, assim como entre a via de sinalização do 

ABA e a dos açúcares, possivelmente garantindo o afluxo sincrônico de carbono e 

nitrogênio para o desenvolvimento do embrião e estabelecimento da plântula. 

Assim, uma complexa rede de regulação integraria a sinalização de hormônios e 

nutrientes, controlando a ativação e a atividade da α-galactosidase, a fim de 

controlar o processo de degradação dos galactomananos, evitando a produção 

dos açúcares redutores e da sacarose em excesso durante o período pós-

germinativo (Fig. 9).  
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DISCUSSÃO GERAL 

 

O desenvolvimento das plantas é dependente de sinais internos gerados 

pelos hormônios. Interações hormonais, integrados com sinais do ambiente, 

resultam em alterações fenotípicas, sendo o crescimento e a diferenciação 

resultados de diversas vias de uma rede integrada de sinalização, não apenas 

envolvendo fatores de crescimento, mas também fatores externos 

(Vandenbussche & Van Der Straeten 2007).  

 Dentro desta interação entre os hormônios, há a participação de 

componentes presentes entre as vias de sinalização. Esta conexão pode ser na 

base (a produção de um hormônio é influenciado por outro), no meio (uso comum 

de um intermediário durante a sinalização), no fim das vias de sinalização (um 

gene alvo em comum ou uma ação cooperativa na ativação de um processo 

subcelular), ou a combinação destes (Vandenbussche & Van Der Straeten 2007).  

De fato, sabe-se que o etileno e o ABA partilham elementos de transdução 

de sinal, e que o etileno regula negativamente o grau de dormência por suprimir a 

expressão de genes envolvidos na sinalização do ABA (Beaudoin et al. 2000, 

Borghetti 2004). Além disso, verificou-se que a quebra de dormência por etileno 

envolve proteólise seletiva mediada por um complexo multicatalítico proteasoma, 

inibida por ABA (Cervantes et al. 1994, Borghetti et al. 2002).  

Dessa forma, tanto o silenciamento de genes envolvidos na dormência 

como a remoção de polipeptídeos inibidores da germinação fazem parte do 

processo de remoção da dormência em sementes (Borghetti 2004). Por outro lado, 

tem sido sugerido que o etileno estimule a germinação também através da 

inativação do ABA (Chiwocha et al. 2005, Vandenbussche & Van Der Straeten 

2007). 

Realmente, os efeitos do etileno podem ser explicados pelo fato deste 

hormônio agir negativamente como um regulador da ação do ABA, promovendo a 

germinação e o desenvolvimento inicial da plântula (Beaudoin et al. 2000, 

Ghassemian et al. 2000). Nesse contexto, a via de sinalização do etileno pode 
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reprimir parcialmente a biossíntese do ABA ou regular negativamente a 

sinalização deste hormônio, diminuindo a sensibilidade ao ABA endógeno 

(Ghassemian 2000, Cheng et al. 2002).  

Apesar de não ter sido diretamente observada, no presente trabalho, a 

influência do ABA e do etileno sobre a germinação de sementes de Sesbania 

virgata, sugere-se a influência destes hormônios durante a degradação de 

reservas no período pós-germinativo (Capítulo 2). Em sementes de S. virgata, a 

mobilização das reservas começa somente quando a germinação termina, durante 

o processo chamado de pós-germinação (Tonini et al. 2006). 

Desta forma, verificou-se que o etileno apresentou um efeito indutor na 

atividade total da α-galactosidase e, possivelmente, como consequência, na 

degradação dos carboidratos de reserva, presentes na forma de galactomananos 

na parede celular do endosperma. Em contrapartida, o ABA apresentou um efeito 

modulador na atividade da α-galactosidase, além de retardar a degradação das 

proteínas de reservas, presentes no citoplasma das células endospérmicas 

(Capítulo 2).  

Este efeito modulador do ABA sobre a degradação das reservas em 

sementes de S. virgata já havia sido observado por Tonini et al. (2006), que 

sugeriu uma relação de causa e efeito entre o ABA e a ação das enzimas 

hidrolíticas. Além disto, sabe-se que o etileno pode regular a atividade de diversas 

enzimas (Cardoso 2004, Nascimento et al. 2004, Nascimento et al. 2005, Pirrello 

et al. 2006), como a α-galactosidase (Bialecka & Kepczynska 2007).  

Sabendo que a produção da α-galactosidase ocorre durante a maturação 

das sementes, e que a enzima pré-formada deve ser processada e ativada, 

através de um processo proteolítico, possivelmente modulado através da via de 

sinalização de hormônios (Fig. 6 - Capítulo 1), sugere-se que o etileno esteja 

envolvido, no início do período pós-germinativo, na ativação da α-galactosidase 

pré-formada. Desta forma, o etileno estaria estimulando a síntese ou ativação de 

proteases pré-formadas relacionadas a ativação da α-galactosidase (Fig. 5 - 

Capítulo 2). De fato, pode-se observar um aumento nos níveis de teores protéicos 
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em presença do etileno exógeno, sugerindo-se a influência do etileno na síntese 

de novo de proteínas no endosperma, que podem ser relacionadas à degradação 

dos galactomananos (Capítulo 2). 

No final do processo de degradação dos galactomananos foi sugerida, 

ainda, a síntese de novo de enzimas relacionadas ao controle da α-galactosidase, 

através de sua degradação ou desativação, a fim de evitar o excesso de açúcares 

redutores e sacarose (Fig. 6 - Capítulo 1). Neste contexto, no final do processo de 

degradação dos galactomananos, no qual ocorre uma grande produção de etileno 

endógeno, sugere-se que este hormônio estaria reprimindo a síntese de novo de 

proteases, relacionadas à desativação da α-galactosidase (Fig. 5 - Capítulo 2, 

Capítulo 3).  

Como em presença do ABA ocorre um retardamento na degradação dos 

galactomananos, pode-se sugerir um efeito inibidor do ABA, no início do período 

pós-germinativo, sobre a ativação da α-galactosidase pré-formada, possivelmente 

através do processo proteolítico mencionado acima, já que o ABA teve efeito 

modulador nos teores de proteínas totais, supostamente inibindo a síntese ou a 

ativação de proteases pré-formadas, relacionadas à degradação das proteínas de 

reservas e dos galactomananos (Capítulo 2). Além disto, pode-se sugerir um efeito 

indutor do ABA sobre a degradação ou desativação da α-galactosidase no final do 

processo de degradação dos galactomananos, no qual ocorre grande produção do 

hormônio endógeno, possivelmente através da indução da síntese de novo de 

proteases no final do processo, modulando assim a atividade da enzima (Fig. 5 - 

Capítulo 2, Capítulo 3).  

Como estes hormônios agem de forma antagônica sobre a atividade da α-

galactosidase, um balanço ideal entre o etileno e o ABA permite que a degradação 

de reservas ocorra eficientemente em sementes de S. virgata. Neste processo, o 

ABA e o etileno estariam regulando a atividade de proteases, que seriam 

responsáveis pela ativação da α-galactosidase no início do processo pós-

germinativo e pela desativação da enzima no final do processo de degradação dos 
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galactomananos, a fim de evitar o excesso de açúcares redutores no tecido e a 

produção de sacarose (Fig. 5 - Capitulo 2).  

Além dos hormônios, açúcares como glucose e sacarose têm uma função 

essencial no metabolismo das plantas (Smeekens 2000). Desta forma, diferentes 

organismos desenvolveram a habilidade de “sentir” níveis internos de açúcares 

(sensibilidade ao açúcar), conseqüentemente ajustando suas atividades 

metabólicas e celulares, através da via de sinalização dos açúcares (Price et al. 

2003, Rognoni et al. 2007). Dentro deste contexto, além do papel metabólico, os 

açúcares teriam uma função parecida com a dos hormônios (Smeekens 2000, 

León & Sheen 2003, Rolland et al. 2006, Dekkers et al. 2008). 

Embora já tenha sido demonstrado que os açúcares agem como moléculas 

sinalizadoras, pouco se sabe sobre os mecanismos pelo quais as plantas 

respondem a estes (Rognoni et al. 2007). Aspectos fisiológicos, bioquímicos e 

moleculares têm sido utilizados para estudar as respostas das plantas aos 

açúcares (Smeekens 2000, Rolland et al. 2002) e algumas das estratégias 

genéticas aplicadas são baseadas no efeito inibitório dos açúcares sobre o 

desenvolvimento pós-germinativo de Arabidopsis thaliana. 

O atraso no desenvolvimento da plântula causado pelos altos níveis de 

açúcares pode ser visto como uma regressão do metabolismo, o qual cessa a 

mobilização de reservas das sementes (Gazzarrini & McCurt 2001, Rook et al. 

2001). De fato, sabe-se que a glucose pode retardar a degradação das reservas 

nas sementes (Lu & Hills 2002, To et al. 2002).  

Porém, a via de sinalização dos açúcares não opera isoladamente, mas é 

parte de uma rede de regulação celular. Recentes estudos claramente 

demonstram uma interação entre sistemas de sinalização, especialmente entre 

açúcares e fitohormônios (Smeekens 2000). 

Tem sido sugerido que entre os fitohormônios, o ABA é o de maior 

importância para a resposta das plantas aos açúcares (Rognoni et al. 2007). 

Dentro deste contexto, as respostas aos açúcares seriam diretamente mediadas 
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pelo ABA, pela via de indução da sua biossíntese e pela ativação de alguns genes 

de sinalização do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Chen et al. 2006).  

No presente trabalho, a presença de glucose parece ter induzido a 

produção de ABA durante o período germinativo e, inclusive, no início do período 

pós-germinativo em sementes de S. virgata (Capítulo 3). Esse aumento pode ser 

relacionado à indução, causada pelos açúcares, da biossíntese do ABA 

mencionada acima (Arenas-Huertero et al. 2000, Cheng et al. 2002, León & Sheen 

2003, Chen et al. 2006, Dekkers & Smeekens 2007) e não a um atraso no declínio 

da concentração de ABA endógeno decorrente da adição de açúcares, como 

sugerido por Price et al. (2003).  

Desta forma, como a glucose induziu a produção de ABA durante e após a 

germinação, sugere-se a existência de uma correlação entre a via de sinalização 

do ABA e a dos açúcares, mais especificamente da glucose, em sementes de S. 

virgata. Durante este processo, a glucose estaria controlando a produção de ABA 

e, conseqüentemente, a degradação das proteínas de reserva e dos 

galactomananos, através da regulação da ativação e atividade da α-galactosidase 

(Fig. 9 - Capítulo 3).  

No caso do etileno, acredita-se que este hormônio interage com a via de 

sinalização dos açúcares, porém antagonicamente, controlando o 

desenvolvimento da plântula (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt 2001, 

Rognoni et al. 2007). Dentre deste contexto, a glucose antagoniza a via de 

sinalização do etileno por ativar os genes relacionados à biossíntese e sinalização 

do ABA (Cheng et al. 2002), modulando as respostas ao etileno, de uma maneira 

dependente do ABA (León & Sheen 2003). De fato, a diminuição das respostas ao 

ABA e aos açúcares é geralmente acompanhada por um aumento na síntese e 

respostas ao etileno (Finkelstein & Gibson 2001). Porém, é possível também que a 

glucose possa inibir a via de sinalização do etileno diretamente (Rolland et al. 

2002).  

De fato, os açúcares reprimiram a produção de etileno durante e após a 

germinação em sementes de S. virgata, sugerindo também uma relação entre a 
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via de sinalização do etileno e a dos açúcares nesta espécie. Durante este 

processo a glucose e a sacarose estariam controlando a produção de etileno e, 

conseqüentemente, a ativação e atividade da α-galactosidase e a degradação dos 

galactomananos (Fig. 9 - Capítulo 3).  

Além disso, como elevadas taxas de glucose e sacarose foram encontradas 

durante a produção de ABA e etileno, torna-se possível, in vivo, a influência dos 

açúcares no controle da produção destes hormônios, já que a glucose e a 

sacarose estariam disponíveis nas sementes durante todo o processo (Capítulo 3). 

 Concluindo, sugere-se a influência do ABA e do etileno durante o período 

de degradação das reservas em sementes de S. virgata, possivelmente 

controlando a atividade das enzimas hidrolíticas relacionadas ao processo, e uma 

relação possivelmente direta entre a via de sinalização destes hormônios e a dos 

açúcares, a fim de controlar o processo de degradação dos galactomananos, 

evitando a produção dos açúcares redutores e sacarose em excesso durante o 

período pós-germinativo, promovendo o desenvolvimento inicial da plântula (Fig. 9 

- Capítulo 3). Ainda, como estes hormônios estariam envolvidos também no 

controle do processo de degradação das proteínas de reservas, sugere-se que a 

mobilização de reservas de carbono (galactomananos) no endosperma de 

sementes de S. virgata deve estar relacionada à mobilização das reservas de 

nitrogênio (proteínas) no mesmo tecido, possivelmente garantindo o afluxo 

sincrônico de compostos carreadores dos dois macronutrientes (C e N) para o 

desenvolvimento do embrião e estabelecimento da plântula (Fig. 5 - Capítulo 2).  
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