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RESUMO

Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. acumulam suas reservas de
carbono no endosperma na forma de um polissacarideo de parede celular, o
galactomanano. A mobilizagdo deste ocorre apds a germinagao e envolve trés
enzimas hidroliticas, dentre elas a a-galactosidase. Além da reserva de carbono,
ha uma grande quantidade de corpos protéicos, no citoplasma das células
endospérmicas, que constituem a principal reserva de nitrogénio nestas sementes.
Para que ocorra a correta distribuicdo dos produtos de degradagédo das reservas
deve haver sincronizagao entre os processos de degradagao das reservas de
carbono e nitrogénio, porém para compreender tais mecanismos, € necessario
estudar aspectos do controle da producédo e acdo das enzimas responsaveis pela
hidrélise das reservas. Buscando determinar em que ponto do metabolismo a
semente de S. virgata se encontra em relagdo a producdo destas enzimas
hidroliticas, durante e apds a germinagao, e supostamente os tecidos envolvidos
nesta produgcdo, sementes desta espécie foram embebidas em actinomicina-D
(inibidor de transcrigdo) e cicloheximida (inibidor de tradugdo) e os efeitos destes
inibidores verificados através da atividade e deteccdo da a-galactosidase no
tegumento e endosperma destas sementes. Além disso, buscando verificar e
relacionar o efeito do acido abscisico, do etileno e dos agucares na degradagao
das reservas ap6s a germinacado 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 a-galactosidase e da
producdo endogena de ABA e etileno nestas sementes. Como a presenga de
actinomicina-D e cicloheximida n&o inibiram a produgdo e a atividade da a-
galactosidase no endosperma durante e apds a germinagdo, sugere-se que a
producdo desta enzima ocorra principalmente durante a maturacdo da semente.
Aparentemente, a partir do periodo pds-germinativo, a enzima pré-formada seria
processada e ativada, para consequente degradagdo dos galactomananos,

através de um processo proteolitico. Em contrapartida, como a presenca de
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actinomicina-D e cicloheximida inibiram a degradacgao das proteinas de reserva no
tegumento e endosperma e, inclusive, induziram a atividade da a-galactosidase
nestes tecidos no final do processo de degradacao dos galactomananos, sugere-
se a sintese de novo de proteases durante e apos a germinagao e a relagao intima
destas enzimas com a degradagao das proteinas de reserva e da a-galactosidase
no final do processo de degradagéo dos galactomananos. Quanto aos hormonios,
a presenga de ABA exdgeno retardou o inicio da degradacdo das proteinas de
reserva no endosperma, assim como diminuiu a atividade da o-galactosidase no
mesmo tecido no final do processo de degradacédo do galactomanano, sugerindo
um efeito modulador deste horménio durante a degradagdo das reservas,
reprimindo a agado das enzimas hidroliticas. A presengca de etileno exdogeno,
entretanto, aumentou a atividade da a-galactosidase no endosperma e, inclusive,
no tegumento no final do processo de degradacdo do galactomanano, sugerindo
um efeito indutor deste hormdnio na ativagao e acdo das enzimas hidroliticas. De
fato, analisando a producao enddgena de ABA e etileno, observou-se um aumento
brusco dos hormdnios no periodo de mobilizagdo das reservas, que pode estar
relacionado a influéncia destes horménios na atividade das enzimas hidroliticas
em sementes de S. virgata. Ainda, como ocorreram mudangas na produgao de
ABA e etileno enddgeno na presenga de glucose e sacarose, sugere-se uma
relacéo intima entre a via de sinalizagao destes horménios e a dos agucares, a fim
de controlar o processo de degradagcdo das reservas. Desta forma, estas
evidéncias sugerem que o ABA e o etileno controlariam antagonicamente a
mobilizacado de reservas em sementes de S. virgata, juntamente com os agucares,
através da ativacao e acao das enzimas hidroliticas, a fim de controlar o processo
de degradacao das proteinas e dos galactomananos, evitando a produgao dos
agucares redutores e de sacarose em excesso durante o periodo pos-germinativo
e garantindo o afluxo eficiente de carbono e nitrogénio para o desenvolvimento da

plantula.
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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 (a-galactosidase, endo-B-
mannanase and exo-B-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 a-
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, a-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 a-
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 a-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 a-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 a-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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INTRODUCAO

Ao longo da evolugéo, as plantas desenvolveram estratégias adaptativas
que possibilitaram o sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia. Uma das estratégias
de perpetuacao de novos individuos nas plantas terrestres foi a produgao de
esporos resistentes a seca, isto €, sementes tolerantes a desidratagao,
denominadas sementes ortodoxas (Raven et al. 1999, Castro et al. 2004).
Contudo, sementes de muitas espécies ndo sao tolerantes a dessecacao na
maturidade, sendo denominadas sementes recalcitrantes, as quais podem manter
o conteudo de agua 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 espermatdfitas
(Gimnospermas e Angiospermas), cuja fungédo se relaciona com a dispersao e a
sobrevivéncia das espécies. O embrido, juntamente com as estruturas que o
rodeiam, constitui a unidade de disperséo, ou diasporo (Beltrati & Paoli 2003).

Essa unidade de dispersdo encontra-se estrutural e fisiologicamente
preparada para desempenhar seu papel, provida de uma reserva alimentar capaz
de sustentar o crescimento da plantula até que esta se estabelega como um
organismo autotréfico (Bewley 1997). O sucesso de estabelecimento deste novo
individuo é determinado, portanto, pelos fatores fisioldgicos e bioquimicos da

semente, dentre outros (Bewley & Black 1994).

1. SEMENTES

Nas Angiospermas, a semente provém do 6vulo como resultado de um
processo conhecido como dupla fecundagao, em que um dos gametas masculinos
se une ao nucleo da oosfera, dando origem ao zigoto dipldide e posteriormente ao
embrido, enquanto o outro gameta se funde com os dois nucleos polares do saco
embrionario (fusdo tripla) dando origem ao endosperma tripléide (Beltrati & Paoli
2003).
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As sementes maduras s&o constituidas pelo embrido, que pode ser
envolvido pelo tegumento, tecido diploide originario da planta-méae, e endosperma,
de acordo com a espécie (Bewley & Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Na maioria
das espécies, o0 embrido ou este e 0 endosperma ocupam a maior parte do volume
da semente, enquanto os tegumentos, se transformam em revestimento da
mesma, sofrendo consideravel redugao em espessura e desorganizacao parcial
(Esau 1974).

Nas sementes maduras, a micrépila pode ser vista, no apice de cada
tegumento, superficialmente como um pequeno poro, ou pode ser fechada (Beltrati
& Paoli 2003). O funiculo, todo ou em parte, sofre abscisao, deixando uma cicatriz,
o hilo, que atua de duas formas na semente, como uma valvula higroscépica ou
como uma regiao permeavel a agua (Hyde 1954, Esau 1974, Labouriau 1983).

Diversas variagdes podem ser encontradas nas sementes, incluindo
resisténcia e permeabilidade do tegumento, tipo, quantidade e localizagdo do
material de reserva, assim como o grau de desenvolvimento do embrido (Mayer &
Poljakoff-Mayber 1975).

1.1. Tegumento

O desenvolvimento dos tegumentos da semente tem inicio no momento em
que ocorre a fecundagdo, sendo a maneira como se desenvolve importante
caracteristica da espécie e 0 seu conhecimento, essencial para a correta
interpretacdo anatémica da semente madura (Beltrati & Paoli 2003).

Em uma semente bitegumentada estdo 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 sdo ategumentadas (Beltrati & Paoli 2003).

Nas sementes de Leguminosae o tegumento interno desaparece ou é
freqientemente amassado durante a ontogénese, nao contribuindo para a

formagao 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 pali¢gadica, que é
constituida de esclereides - macroesclereides, 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 osteoesclereides, dependendo da
distribuicdo dos espessamentos da parede e formatos das células. O tecido
localizado mais profundamente € um parénquima lacunoso com grandes células
alongadas tangencialmente na parte externa e células menores e muito
ramificadas na interna. Na regido do hilo ocorre a presenga de duas camadas em
palicada e, ainda, um grupo compacto de traqueideos (Esau 1974).

A camada palicadica tem sido indicada, especialmente em algumas
sementes de leguminosas, como causadora do alto grau de impermeabilidade,
devido a sua estrutura, presencga de cera e/ou lignina, consequentemente afetando
a capacidade de germinacdo (Esau 1974, Melo-Pinna et al. 1999). A maior
absor¢cdo de agua deve ocorrer apdés danificacdo ou retirada da camada
palicadica, possibilitando que ela alcance o endosperma e se inicie o processo de
germinacao (Melo-Pinna et al. 1999).

Essa impermeabilidade tem sido atribuida a diferentes regides da camada
palicadica, possivelmente restrita a regido conica dos macroesclereides ou a
chamada linha lucida das células paligadicas, que é considerada particularmente
como a regiao impermeavel, servindo como barreira a entrada de agua, resultante
do alto grau de reforgo de uma regido 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
agua seria oferecida pelos osteoesclereides, embora em sementes de Glycine
max (soja) esta camada tenha um efeito promotor na entrada de agua (McDonald
et al. 1988, Bewley & Black 1994).
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A camada parenquimatica do tegumento € permeavel a entrada, condugao
e distribuicdo de agua ao redor da semente durante os primeiros estagios de
embebicdo. Assim, apOs a passagem de agua pela camada paligadica, ocorre a
sua conducdo pelas células parenquimaticas do tegumento que, devido a
expansao celular, causam o rompimento do tegumento, permitindo a maior
entrada de agua e a germinacgao (Santos 2002).

Com base nesses dois efeitos, o tegumento pode ser considerado como um
tecido bifuncional, tendo papel na retencdo de agua, através da camada
palicadica, e aceleracdo de embebicdo, através da camada parenquimatica
(Santos 2002). A evolucao, portanto, permitiu a semente ortodoxa uma resisténcia
a fortes dessecamentos, e a ruptura controlada dessa barreira, em virtude da qual
a germinagdo € desencadeada, espalhada no tempo e no espago (Labouriau
1983).

Além do controle na entrada de agua, o tegumento pode fornecer
resisténcia mecanica, interferir nas trocas gasosas entre o embrido e o meio,
prevenir a saida de inibidores e os liberar para o embrido, estabelecendo a
dorméncia em sementes (Bewley & Black 1994).

Assim, inibidores da germinagdo, como acido abscisico e cumarina, podem
estar presentes no tegumento de algumas espécies, como Arachis hypogaea,
Corylus avellana, Eleagnus angustifdlia, 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 produgédo de enzimas hidroliticas relacionadas a
maturagao, germinacdo e mobilizagdo de reservas (Kontos & Spyropoulos 1996)
e, em sementes de Lycopersicon esculenfum (tomate), um efeito inibitério na
producdo da endo-B-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, ha um tecido de reserva envolvendo o embriéo,
denominado endosperma, que pode permanecer até sua maturacdo ou ser total
ou parcialmente consumido pelo embrido em desenvolvimento logo apds a sua
formagdo, como ocorre nas espécies em que a reserva € acumulada nos
cotilédones volumosos, no eixo hipocotilo-radicula ou em ambos, e o embrido
preenche toda a cavidade delimitada pelos envoltérios da semente (Esau 1974,
Beltrati & Paoli 2003). Caso o endosperma persista na semente madura, as
substancias de reserva presentes no tecido servirdo como fontes nutritivas
utiizadas para o desenvolvimento da plantula, sendo degradado durante a
germinacao (Labouriau 1983, Bewley & Black 1994).

A longevidade do endosperma, sua consisténcia, tipo e quantidade de
reservas sao variaveis nas diferentes espécies (Esau 1974, Beltrati & Paoli 2003).
Em geral as células tém paredes celulares finas e o material de reserva localiza-se
no seu interior, como em endospermas amilaceos, contendo grdos de amido,
muitas vezes associados a proteinas em granulos amorfos ou graos de aleurona,
ou em endospermas oleaginosos, ricos em material lipidico (Beltrati & Paoli 2003).
Em alguns casos, o endosperma apresenta, como substancias de reserva,
polissacarideos e hemiceluloses, armazenados nas paredes celulares (Crocker &
Barton 1953, Meier 1958, Buckeridge et al. 2000b, Beltrati & Paoli 2003). As
proteinas e os oligossacarideos de série rafinésica também sdo importantes

reservas nas sementes (Bewley & Black 1994).

1.3. Embriao

O embrido consiste, geralmente, de um eixo embrionario, eixo hipocatilo-
radicula, e uma ou duas folhas modificadas, chamadas cotilédones. O eixo

embrionario é constituido por uma porgao caulinar, o hipocétilo; um rudimento de

raiz, a radicula; e pelo meristema ou gema apical do caule, a plumula (Bewley &
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Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Quando dois cotilédones estao presentes
(dicotiledbneas), o meristema ou a gema apical do caule (plumula) encontra-se
entre eles e, quando ha apenas um cotilédone terminal (monocotiledbneas), a
posicdo da plumula é considerada lateral. Em sementes de leguminosas, os
embrides podem apresentar plumulas em diversos graus de desenvolvimento, de
acordo com o género ou espécie (Beltrati & Paoli 2003). O embrido, envolvido pelo
tegumento e endosperma, geralmente estd protegido da estiagem e de

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

2. GERMINAGAO E POS-GERMINAGAO

O inicio da germinagao das sementes ortodoxas ocorre com a entrada de
agua, embebicdo, ocorrendo o inicio de diversos eventos que resultam na
retomada do crescimento do embrido, com a emergéncia da radicula através do
tegumento encerrando o processo (Van Staden et al. 1987, Bewley & Black 1994,
Taiz & Zeiger 2004).

A germinacado pode ser dividida em trés fases: embebicdo, aumento da
atividade metabdlica e inicio do alongamento e crescimento do eixo embrionario,
que resulta na protrusédo da radicula (Bewley 1997). Para que a germinagao ocorra
€ necessaria, portanto, a hidratagdo das sementes quiescentes, sob condi¢des
favoraveis ao aumento do metabolismo, dependendo de agua, temperatura
adequada, presenga de oxigénio, auséncia de substancias inibidoras e, em
algumas espécies, condicdo adequada de luminosidade (Bewley & Black 1994,
Raven et al. 1999, Taiz & Zeiger 2004). Além destas condigdes, o aumento do
metabolismo, assim como a duragao desta fase, depende do potencial hidrico da
semente, que varia entre as diferentes espécies (Castro & Hilhorst 2004).

A etapa de hidratagédo € limitante aos varios outros processos fisioldgicos
que ocorrem na semente ortodoxa germinante. Porém, em alguns casos, sao
necessarias mudancas no tegumento para que ocorra a embebicdo, a fim de

permitir a entrada da agua, que causa a expansdo do embrido e do endosperma,
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rompendo o tegumento e facilitando o processo de germinagao (Labouriau 1983,
Raven et al. 1999).

O processo de germinagdo, desta forma, inclui diversos eventos como
embebicdo, reativacdo do metabolismo, aumento na atividade respiratoria,
atividade enzimatica e de organelas, sintese de proteinas e acidos nucléicos,
hidratacdo das proteinas, mudancgas estruturais subcelulares e alongamento
celular, que de modo integrado transformam a semente com baixo teor de agua e
metabolismo reduzido em uma semente com metabolismo vigoroso, culminando
no crescimento do embrido (Bewley & Black 1994).

Porém, a mobilizacdo intensa das reservas e o0 crescimento e
desenvolvimento do embrido e da nova plantula comegam somente quando a
germinagao termina, durante o processo chamado de pés-germinagéo (Bewley &
Black 1994).

3. RESERVA DAS SEMENTES

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptagao aos seus
respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acumulo de certos compostos
de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Estas reservas tém
basicamente duas fungdes, que se relacionam com a manutencdo e o
desenvolvimento do embrido até a formagado de uma plantula que apresente a
capacidade de se manter de forma autotréfica (Buckeridge et al. 2004a).

Ha enorme variagdo na composicdo de sementes, mas as substancias
armazenadas em grande quantidade constituem os carboidratos, os lipideos e as
proteinas (Buckeridge et al. 2004a). Os dois primeiros servem como fonte de
energia para manter processos metabodlicos em funcionamento e como fonte de
carbono para a construgdo de novos tecidos e células que irdo constituir a
plantula, enquanto as proteinas tém como funcdo armazenar principalmente

nitrogénio e enxofre, essenciais para a sintese de proteinas, acidos nucléicos e

24



compostos secundarios na plantula em crescimento (Mayer & Poljakoff-Mayber
1975, Buckeridge et al. 2004a).

3.1. PROTEINAS

Leguminosas sao conhecidas por serem ricas em nitrogénio, estratégia que
€ desenvolvida no inicio do seu ciclo de vida e que requer desde cedo, grande
quantidade desse nutriente, tendo influenciado os tipos de germinagéo adotados
por essas espécies, que por sua vez, estdo muito relacionadas as estratégias de
estabelecimento da plantula (Mickey 1994). Dessa forma, as leguminosas sao
conhecidas pelas sementes frequentemente ricas em nitrogénio, que pode ser
estocado como proteinas de reserva convencionais ou proteinas toxicas,
aminoacidos nao 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 proteinas (Buckeridge et al. 2004b).

As proteinas de sementes podem ser divididas em quatro grandes grupos,
com base na sua solubilidade, de acordo com a classificacédo de Osborne (1924).
As albuminas, soluveis em agua e diluidas em tampdes com pH neutro,
coagulaveis por aquecimento, apresentam-se em pequenas quantidades em
algumas sementes, incluindo cereais e legumes. As globulinas, insoluveis em
agua e soluveis em solugdes salinas, estdo presentes em muitas sementes e
podem ser facilmente obtidas em forma cristalina. As prolaminas, soluveis em
alcool (60-90%), mas ndo em agua e nem em solu¢des salinas. As glutelinas,
insoluveis em solugcdes aquosas neutras ou salinas e em alcool, mas podem ser
extraidas em solugdes basicas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a).

Classificagbes mais modernas, baseadas na funcao e relagdes bioquimicas
e moleculares, dividem as proteinas em trés classes principais. As proteinas de
reserva, cuja funcdo € armazenar nitrogénio, carbono e enxofre. As proteinas
estruturais e metabdlicas, essenciais para o crescimento e estrutura da semente.

As proteinas de protecdo, que podem conferir resisténcia a patdégenos
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microbianos, invertebrados ou dessecacao (Buckeridge et al. 2004a). Em alguns
casos, a proteina pode apresentar tanto a fungcdo de reserva como a de protegao
(Bewley 2001).

Os principais grupos de proteinas de reserva (PR) incluem as quatro
fragcdes de solubilidade de Osborne. As prolaminas sao as principais proteinas de
reserva em cereais e gramineas selvagens, as glutelinas estdo presentes no trigo,
milho e em outros cereais, estando relacionadas estruturalmente as prolaminas,
enquanto as albuminas e globulinas sdo os principais componentes de reserva da
maioria das dicotiledéneas (Buckeridge et al. 2004a). Estas ultimas sé&o
classificadas, ainda, em dois grupos que diferem quanto a massa molecular e ao
coeficiente de sedimentagao (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 conteudo de globulina atinge até 70% da reserva total de nitrogénio da semente
(Bewley & Black 1994).

As proteinas de reserva estdao usualmente presentes em vacuolos de
reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de
dicotiledéneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a).
Os corpos protéicos podem conter somente um tipo de proteina 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. Varias enzimas podem estar presentes também nos
corpos protéicos, e durante a mobilizacdo de reservas outras enzimas podem ser
adicionadas (Bewley & Black 1994).

De forma similar aos demais compostos de reserva, a mobilizacdo de
proteinas inicia com o desenvolvimento do embrido, normalmente suportando o
crescimento da plantula até que ela se torne autotréfica. Por serem os unicos
compostos de reserva em sementes que possuem nitrogénio em sua composigao,
as proteinas de reserva ocorrem e sdo essenciais provavelmente na maioria das

espécies que possuem sementes (Buckeridge et al. 2004b).
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A hidrélise das proteinas de reserva aos seus aminoacidos constituintes é
realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteinas ou
produzirem pequenos polipeptideos que sido degradados posteriormente por
peptidases (Bewley & Black 1994). Dessa forma, as proteases podem ser
classificadas de acordo com sua atividade hidrolitica, em relagdo a maneira com
que hidrolisam o substrato (Fig. 1). As endopeptidases atacam ligacdes peptidicas
internas ao polipeptideo, produzindo oligopeptideos que sdo reduzidos aos seus
aminoacidos constitutivos pelas peptidases, aminopeptidases, que atacam o
terminal amino (N), e carboxipeptidases que atacam o terminal carboxilico (C) do
peptideo (Bewley & Black 1994, Muntz et al. 2001). Tanto as aminopeptidases

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

CORPO PROTEICO CITOPLASMA
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Figura 1. Generalizacdo da via de mobilizagdo de proteinas de reserva nos corpos
protéicos em sementes de dicotileddneas. A proteina (legumina) é inicialmente atacada
pelas proteinases A,B (endopeptidases) e C (carboxipeptidase) para produzir peptideos
menores € mais sollveis e, finalmente, aminoacidos que sao transportados para o
citoplasma. Oligopeptideos no citoplasma sido atacados por aminopeptidases (Am) e
peptidases (Ps) produzindo aminoacidos. Estes Uultimos sdo convertidos a amidas
(glutamina e asparagina), as quais sao transportadas para o eixo em crescimento
(Buckeridge et al. 2004b).
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Em sementes de dicotiledéneas, a hidrdlise enzimatica das proteinas de
reserva inicia-se nos corpos protéicos, onde leguminas e vicilinas séao
primeiramente atacadas pelas endopeptidases e carboxipeptidases para produzir
polipeptideos menores e mais soluveis e aminoacidos, que sao transportados para
o citoplasma. Oligopeptideos no citoplasma sao atacados por aminopeptidases e
peptidases (di e tripeptidases) produzindo mais aminoacidos (Osborne 1924,
Wilson 1986, Bewley & Black 1994, Bewley 2001, Buckeridge et al. 2004b). Estes
ultimos séo convertidos a amidas (glutamina e asparagina) e entdo transportados
para o eixo em crescimento. Em leguminosas, o principal aminoacido exportado é
geralmente a asparagina (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004b) (Fig. 1).

Com o fim da protedlise, os corpos protéicos vazios sao fundidos formando
grandes vacuolos, onde uma variedade de hidrolases € secretada, transformando-
se em vesiculas autofagicas responsaveis pela senescéncia e degradagao dos
tecidos de reserva (Bewley & Black 1994, Thomas et al. 1996, Shewry & Casey
1999).

3.2. CARBOIDRATOS

As reservas de polissacarideos podem estar presentes na parede celular
dos cotilédones e dos endospermas das sementes, sendo denominadas
polissacarideos de reserva de parede celular (PRPC) (Reid 1985a, Buckeridge &
Reid 1996, Buckeridge et al. 2000c).

Os modelos mais recentes propdéem que a parede celular seja uma matriz
complexa e espessa com diferentes papéis fisioldgicos, formada de dois, ou
muitas vezes, trés dominios estruturalmente independentes, mas que interagem
entre si (McCann & Roberts 1991, Carpita & Gibeaut 1993, Carpita & McCann
2000).
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Figura 2. Representagcado esquematica da parede celular primaria (A e B) e das paredes
de reserva com pectina (C) ou hemicelulose (D), em corte transversal. O dominio protéico,
que representa menos do que 10% da parede celular, foi omitido (Buckeridge et al.
2000c).
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O dominio fundamental da parede celular € formado por microfibrilas de
celulose, macromolécula organica mais abundante da Terra, envolvidas por
hemiceluloses, que podem estar forte ou fracamente ligadas a celulose por pontes
de hidrogénio (Alberts et al. 1997, Buckeridge et al. 2000c, Carpita & McCann
2000) (Fig. 2A e 2B).

O dominio celulose-hemicelulose, interligado por polimeros de
hemiceluloses, encontra-se imerso no segundo dominio, formado por uma matriz
de polissacarideos ricos em acidos galacturénicos, a matriz péctica (Cosgrove
1999, Buckeridge et al. 2000c, Carpita & McCann 2000) (Fig. 2A).

A rede de celulose e hemicelulose fornece forga tensora, enquanto a rede
de pectina esta relacionada com a resisténcia a compresséo (Alberts et al. 1997,
Jarvis & McCann 2000). O terceiro dominio consiste de proteinas estruturais e
enzimas, que tém grande importancia na mobilizagdo dos carboidratos de reserva
de parede (Carpita & McCann 2000).

A parede celular de reserva pode ser vista como variagdo desse modelo,
em que um dominio, ou um de seus polissacarideos, tenha sido depositado em
maior quantidade em relagdo aos demais (Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et
al. 2000c) (Fig. 2C e 2D). Assim, a parede de reserva constitui, possivelmente,
uma adaptacao evolutiva das paredes celulares primarias, que desenvolveram a
capacidade de armazenar grandes quantidades de carboidratos (Buckeridge &
Reid 1996).

A parede de reserva pode acumular polimeros 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 polissacarideos tipicos da parede celular
(Buckeridge et al. 2000c) (Fig. 2C e 2D).

A proporgao pequena de celulose presente na parede de reserva facilita o
processo de mobilizacdo, o qual seria consideravelmente mais complexo se
propor¢cdes maiores de celulose estivessem ali presentes (Buckeridge et al.
2000b).
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Para caracterizar, quantificar e purificar polissacarideos de reserva e
enzimas de parede celular, tém sido feitos estudos utilizando diversas técnicas,
como a cromatografia, para caracterizar polissacarideos (Franco et al. 1996) e a
eletroforese em gel, para detectar enzimas e isoenzimas (Dirk et al. 1995).

Ja métodos que envolvem o uso de anticorpos policlonais especificos tém
sido utilizados para detectar e localizar os polissacarideos 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 imunocitoquimicos, 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 polissacarideos como enzimas.

4. POLISSACARIDEOS DE RESERVA DE PAREDE CELULAR

Os polissacarideos de reserva de parede celular (PRPC) (Reid 1985a,
Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 2000b) s&o mobilizados apos a
germinacdo das sementes, durante o desenvolvimento e estabelecimento das
plantulas, periodo essencial para que o ciclo de vida das plantas seja completado,
e seus produtos de degradacado sdo usados para geracido de energia e produgao
de matéria-prima para a construgédo de novos tecidos e células (Mayer & Poljakoff-
Mayber 1975, Reid 1985a).

Os PRPC séao relativamente inertes no que concerne a sua reatividade
quimica e apresentam diferentes graus de solubilidade em agua. Essas
caracteristicas conferem alta compactacdo e baixa reatividade ao polimero e
tornam possivel a existéncia de um “compartimento celular’, a parede celular, que
permite o fluxo de agua com um grau de liberdade consideravel. Porém, o custo

metabdlico para produzir tais polimeros € alto, pois estes necessitam de um
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complexo sistema de biossintese, secrecdo e montagem no meio extracelular
(Buckeridge et al. 2000c).

Esses polissacarideos, além da funcédo de reserva, desempenham fungoes
paralelas associadas a dureza (mananos em endospermas de sementes de
palmeiras, tomate e alface), relagdes hidricas (xiloglucanos em cotilédones e
galactomananos em endospermas de sementes de leguminosas) e no controle da
expanséo celular (galactanos nos cotilédones de lupino €, em menor proporgao,
em sementes de feijao e soja) (Buckeridge et al. 2000c).

Essas fungdes secundarias seriam importantes no mecanismo evolutivo
que levou as plantas a utilizarem polissacarideos da parede celular como reserva
de carbono (Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 2000b). Assim, os
polissacarideos de reserva teriam passado por etapas de transferéncia de fungdes
ao longo da evolugao, que seriam importantes nas transformagdes que levaram a
formacgado da parede de reserva a partir da parede primaria (Buckeridge & Reid
1996, Buckeridge et al. 2000b).

Os polissacarideos de reserva presentes na parede celular sao
classificados em trés grupos distintos: os mananos, os xiloglucanos e os (arabino)
galactanos (Buckeridge et al. 2000c). Como a classificacao é baseada na estrutura
e composigao, os mananos sado subdivididos em mananos puros, glucomananos e
galactomananos (Buckeridge et al. 2000a), sendo este ultimo 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 estdo presentes em
sementes de espécies de outras familias, como Compositae, Convolvulaceae,
Annonaceae, Malvaceae, Palmae e Umbelliferae (Tookey et al. 1962, Dea e
Morrison 1975, Guzman & 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
presenca de galactose e manose em varias espécies, incluindo uma espécie
tropical, Schizolobium sp., notificando o galactomanano como uma substancia

viscosa (Nadelmann 1890, Buckeridge et al. 2000a).
5.1. Estrutura dos galactomananos

Os galactomananos sao constituidos de uma cadeia principal formada por
unidades de D-manose unidas entre si por ligagdes glicosidicas B-(1—4), a qual
unidades de D-galactose estdo unidas através de ligagbes do tipo a-(1—6),
formando ramificagdes simples (Moe et al. 1947, Unrau 1961, Somme 1968, Manzi
& Cerezo 1984) (Fig. 3).

@ beta-(1,4)

alfa-(1,6)

Figura 3. Modelo esquematico da estrutura quimica do galactomanano, mostrando a
cadeia linear de unidades de manose e suas ramificagdes com unidades de galactose
(MAN = manose, GAL = galactose) (Buckeridge et al. 2008).

A razao manose:galactose e a distribuicdo 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 quimiotaxondmicos 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 parametro para estudos taxondmicos,
utilizados para distinguir as trés subfamilias de Leguminosae (Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Faboideae), a razdo manose:galactose é, ainda, responsavel por
muitas das propriedades desse polimero, incluindo sua solubilidade e grau de
interagdo 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 polissacarideos de reserva utilizados
para o crescimento da plantula, exercem um papel importante no controle de
embebicdo de agua no inicio da germinacao (Reid & Bewley 1979, Buckeridge et
al. 2000c). Esses polissacarideos altamente ramificados, por serem soluveis em
agua, formam dispersdes viscosas e estaveis, absorvendo, proporcionalmente,
grande quantidade de agua e a distribuindo ao redor do embrido (Reid 1985a,
Neukom 1989, Buckeridge et al. 2000c).

O endosperma embebido protege o embrido contra perda de agua atraves
de um efeito conhecido como “tampé&o de agua”, durante periodos de seca apds
embebicdo, protegendo-o contra estresse hidrico (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
resisténcia fisica ao endosperma no periodo de germinagao, baseado nas duas
das principais caracteristicas dos mananos puros, constricdo mecanica a
protrusdo da radicula e protegao contra injuria mecanica (Buckeridge et al. 2000a,
Lisboa 2003).
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Essas funcdes seriam tao importantes e significativas quanto as fungdes de
reserva e embebicdo, sendo que somente apdés o enfraquecimento do
endosperma que circunda o embrido, pela agdo de enzimas hidroliticas, a
degradacgdo das paredes celulares aliviaria a barreira mecanica que constringe o
alongamento da radicula, ocorrendo a germinacdo, como observado em
Lycopersicon sculentum (tomate) (Groot et al. 1988, Nonogaki & Morohashi 1996,
Toorop et al. 1996, Voigt & Bewley 1996), Cucumis melo (meldo) (Welbaum et al.
1995), Nicotiana tabacum (tabaco) (Leubner-Metzger et al. 1995) e Hordeum
vulgare (cevada) (Schuurink et al. 1992).

O grau de ramificagdo dos mananos define suas relagdes estrutura-funcao,
sendo que quanto menos ramificado o polissacarideo maior a indicacdo de que a
funcao bioldgica esta relacionada com a dureza e prote¢cdo do embrido, enquanto
que galactomananos mais ramificados sdo mais soluveis e apresentam
participacdo maior em fungbes como as relagdes hidricas (Buckeridge et al.
2000c).

As funcgdes de reserva e embebicao parecem estar associadas quase que
exclusivamente as leguminosas, enquanto que em espécies nao-leguminosas a
funcdo de dureza e protecdo do embrido é mais evidente. E possivel, no entanto,
que a fungéo de dureza esteja ainda preservada em leguminosas, como verificado
em sementes de S. virgata (Buckeridge et al. 2000c, Lisboa 2003).

Nao se sabe ao certo qual dessas fungbes é a primaria, a de reserva, a de
controle de embebicdo ou a de dureza. Sabe-se, porém, que as moléculas de
galactomananos sao multifuncionais, desempenhando suas fungdes durante fases
distintas do crescimento e desenvolvimento das plantas (Buckeridge et al. 2000c).

Confere-se, portanto, uma importancia ecoldgica a esse polissacarideo na
germinagao das sementes e crescimento da plantula, ja que as caracteristicas da
semente podem contribuir para diferentes estratégias de adaptagao, decorrentes
provavelmente de um mecanismo de sele¢ao desempenhado durante a evolucéo,
permitindo a sobrevivéncia da planta (Potomati 2000). Essa mesma importancia

ecoldgica foi atribuida por Reid (1985b) para sementes de leguminosas.
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Por suas propriedades fisico-quimicas, os galactomananos apresentam
consideravel importancia comercial, principalmente no que se refere a solubilidade
em agua e as solugdes viscosas que formam, sendo utilizados em varios 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 farmacéuticos (Buckeridge et al. 2000a), dentre outros (Dea &
Morrison 1975). A goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e a goma caroba
(Ceratonia siliqua), por exemplo, sdo usadas na industria de alimentos como
espessantes, estabilizadores e agentes geleificantes, sozinhos ou combinados
com outros polissacarideos (Dea & Morrison 1975, Reid & Edwards 1995). Nesse
enfoque, a razdo manose:galactose é, também, extremamente importante como
fator comercial, j3 que os galactomananos com maior nivel de ramificacéo
favorecem misturas ou interagdes comerciais com outros polimeros (Dea et al.
1977). Os galactomananos de reserva de sementes de espécies brasileiras tém
sido estudados também do ponto de vista das aplicagdes biotecnolégicas e vém
gerando processos e patentes para uso nas industrias de papel e alimentos
(Panegassi et al. 2000, Lima et al. 2003, Lisboa 2008).

5.3. Degradacao dos galactomananos

A mobilizagdo dos galactomananos € mediada por trés enzimas hidroliticas:
o~ galactosidase (EC 3.2.1.22) - responsavel pela quebra das ligagdes a-(1—6)
existentes entre as unidades de galactose e manose; endo-B-mananase ou 3-1,4-
manano-endo-hidrolase (EC 3.2.1.78) - que atua sobre as ligagdes do tipo B-(1—4)
existentes entre as unidades de manose da cadeia principal, reduzindo o manano
a oligossacarideos; exo-B-manosidase ou B-manosidase (EC 3.2.1.25) - especifica
para a quebra das ligagbes p-(1—4) entre as unidades de manose dos

oligossacarideos provenientes da agcdo da endo-B-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-B-mananase em sementes de leguminosas age como a
mananase de sementes contendo manano puro, as ramificagbes de galactose na
cadeia principal de manano interferem em sua acao hidrolitica (Reid & Edwards
1995). Dessa forma, em espécies como Medicago sativa (alfafa), Cyamopsis
tetragonolobus e Sesbania virgata, torna-se importante a agdo da a-galactosidase,
desgalactosilando o polimero, anteriormente a ac&o hidrolitica da endo-j-
mananase e da exo-B-manosidase (McCleary & Mathenson 1975, Buckeridge et
al. 2000a, Lisboa et al. 2006).

A importéncia da a-galactosidase é progressivamente maior em sementes
que possuem galactomananos com maior grau de ramificagdo de galactose,
explicando niveis altos de atividade desta enzima durante a mobilizagdo do
galactomanano em espécies contendo polimeros altamente ramificados
(Buckeridge et al. 2000a).

Em sementes de Lactuca sativa (alface), que possuem pequena quantidade
de galactose no polimero, a a-galactosidase s6 pode retirar galactose do produto
de acao da endo-B-mananase (Leung & Bewley 1983), embora em tomate a -
galactosidase esteja presente antes do aumento de atividade da endo-j-
mananase e da exo-p-manosidase (Toorop et al. 1996, Feurtado 1999).

Ja a acgao hidrolitica da a-galactosidase e da endo--mananase controlam a
acao da exo-pB-manosidase, que sé pode agir sob o produto das duas enzimas,
mano-oligossacarideos desgalactosilados, manobioses e manotrioses, ndao tendo
atividade sobre o polimero (McCleary 1983, Buckeridge et al. 2000a, Mo & Bewley
2002, Mo & Bewley 2003).
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Figura 4. Modelo esquematico da degradagéo do galactomanano, mostrando a atividade
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das trés enzimas hidroliticas (Buckeridge & Reid 1996).
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Até o momento, poucos estudos tém explorado o local onde ocorre a
sintese das enzimas hidroliticas, sua migracdo e localizacdo durante todo o
processo de germinagdo e pos-germinagcdo. A camada de aleurona tem sido
sugerida como suposta responsavel pela sintese de enzimas hidroliticas utilizadas
para a degradacdo 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). Ja em
sementes de Ceratonia siliqua verificou-se que as enzimas sao 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 a migracgéao e localizagdo das enzimas, sabe-se que a atividade da
mananase aparece inicialmente no endosperma que circunda a radicula e, apds a
emissdo da radicula, aumenta no restante do endosperma lateral, estando
envolvida tanto no processo de germinagao quanto em eventos pos-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-B-mananase, a exo-B-manosidase esta presente no
endosperma que circunda a radicula durante a germinagdo e no endosperma
lateral apds a germinagdo de sementes de tomate (Mo & Bewley 2002). Essas
enzimas parecem ser reguladas similarmente, de maneira temporal (Mo & Bewley
2003). A o-galactosidase encontra-se, também, presente no endosperma que
circunda a radicula, no endosperma lateral e no embrido durante e depois da
germinacao em sementes de tomate (Feurtado et al. 2001).

Nas sementes de alface e Trigonella foenum-graecum a atividade da endo-
B-mananase nao é detectada antes da germinagéo, comegando a agir, no entanto,

imediatamente apds a protrusdo da radicula, ocorrendo principalmente na regido
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do endosperma préximo ao eixo embrionario (Dirk et al. 1995, Nonogaki &
Morohashi 1999).

Devido a presenga de multiplas isoformas da endo--mananase, espacial e
temporalmente distintas durante a germinacdo e pos-germinagdo das sementes
(Dirk et al. 1995), as sequéncias e expressdes génicas dessa enzima vém 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 multiplas isoformas da o-
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 existéncia de pelo menos trés isoformas
da oa-galactosidase nas sementes de tomate e, através da obtencédo e
sequenciamento do cDNA da enzima, demonstraram alta homologia da a-
galactosidase do tomate com outras galactosidases, especialmente com as de
sementes de café (Zhu & Goldstein 1994). Ainda, em sementes de tomate, a exo-
B-manosidase também foi clonada recentemente durante e apds a germinagao
(Mo & Bewley 2002).

Os estudos moleculares associados aos bioquimicos permitem
comparagoes entre as atividades das trés enzimas hidroliticas, e a expressao de
seus genes (Mo & Bewley 2003).

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilizacdo do
galactomanano inicia apos a germinacgao (Buckeridge et al. 2000c). Provavelmente
essa mobilizacéo seja induzida durante ou depois da germinagao por algum fator,
ja que em endospermas de sementes de Trigonella foenum-graecum e Ceratonia

siliqua, a endo-B-mananases para a primeira espécie e o-galactosidase para
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ambas as espécies sao sintetizadas de novo (Reid & Meier 1973, Seiler 1977,
Buckeridge et al. 2000c).

Pela acédo das hidrolases, os galactomananos sdo desmontados até seus
monossacarideos constituintes (manose e galactose), que sao absorvidos pelos
cotilédones através de difusdo passiva para a galactose e transporte ativo para a
manose (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2000c). Os mano-
oligossacarideos produzidos durante a degradacdo do galactomanano no
endosperma podem ser em parte transportados para os cotilédones, onde serao
catabolizados pelas enzimas hidroliticas, como sugerido em sementes de alface
(Bewley & Black 1994) e de S. virgata (Buckeridge & Dietrich 1996).

Ao mesmo tempo em que ocorre a degradacdo do galactomanano, a
sacarose € produzida, sendo aparentemente responsavel pelo transporte dos
produtos de degradagdo da reserva (carbono e energia) até o embrido em
crescimento, onde sao utilizados em varios processos bioquimicos (McCleary &
Mathenson 1976, McCleary 1983, Buckeridge et al. 2000b, Buckeridge et al.
2000c).

Analisando o destino dos produtos de degradagéo do galactomanano de
Cyamopsis tetragonolobus, foi detectado no endosperma das sementes a
atividade das enzimas fosfomanoisomerase e fosfoglucoisomerase, sugerindo a
epimerizagdo da manose e galactose em glucose através dessas enzimas, para
uso na sintese de sacarose (McCleary & Mathenson 1976, McCleary 1983,
Buckeridge et al. 2000Db).

Paralelamente a degradagdo dos galactomananos no endosperma, ainda,
ocorre producado e acumulo de amido transitorio nos cotilédones, posteriormente
degradado durante o crescimento da plantula, servindo como fonte de energia
para o embrido (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 producdo dos agucares redutores em excesso € a

subsequente producédo de grandes quantidades de sacarose e amido transitorio,
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devido a acao espagada e momentadnea da endo-B-mananase, que possui pH
6timo e ponto isoelétrico (pl) idénticos.

Esse mecanismo teria um papel importante no controle da degradagéo do
polimero, ja que a distribuicdo e o transporte dos produtos de degradacéo seria
provavelmente mais eficiente, uma vez que pouparia energia e desperdicio de
material organico necessario ao crescimento da plantula (Lisboa et al. 2006). Além
disso, ha estudos que demonstram que o embrido exerce um papel importante no
controle da hidrélise do galactomanano (Zambou & Spyropoulos 1990, Bewley &
Black 1994).

6. REGULACAO DA DEGRADAGAO DAS RESERVAS

E crucial para o ciclo de vida das plantas a utilizacdo efetiva das reservas
das sementes durante a germinagao e estabelecimento da plantula (Cernac et al.
2006).

O endosperma das sementes de leguminosas provavelmente esta sob
controle indutor das auxinas e giberelinas (Spyropoulos & Reid 1985). A agao da
giberelina ja foi demonstrada na regulacéo da germinagao de sementes de tomate,
induzindo o enfraquecimento do endosperma, embora até o momento ndo pode
ser verificada a agao indutora do acido giberélico na degradacao de
galactomananos em Leguminosae, o que sugere que esta familia tem um controle
metabdlico diferente (Groot & Karssen 1987, Buckeridge et al. 2000c).

Sabe-se que o ABA previne a degradagao das proteinas de reserva em
sementes de Arabidopsis thaliana (Garciarrubio et al. 1997), ao passo que
citocininas causam aumento na atividade das enzimas proteoliticas e na
mobilizacdo das proteinas em sementes de Cicer arietinum (grao-de-bico) e
Cucurbita moschata. Em sementes de Ricinus communis (mamona), a hidrélise
das proteinas de reserva aumenta em presencga de giberelina e auxina (Bewley &
Black 1994).
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Além do mecanismo hormonal, observou-se que o acumulo de aminoacidos
no tecido de reserva, em sementes de Cucumis sativus (pepino), pode inibir a
atividade de aminopeptidases prevenindo, consequentemente, a degradagao das
proteinas, o que torna o embrido importante na regulagdo da mobilizacdo de
proteinas de reserva, servindo como dreno dos produtos de degradagéao, evitando
assim a inibicdo da atividade proteolitica 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 degradagédo das proteinas de reserva, sabe-se que o
acido abscisico (ABA) é um potente inibidor da degradacédo do galactomanano, e
estd envolvido no mecanismo de regulagdo dessa mobilizagdo 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 presenca do ABA inibe a degradacédo do galactomanano, interferindo na
atividade das enzimas hidroliticas e modulando interagbes bioquimicas e
fisiologicas entre o endosperma e embrido durante e apdés a germinagao 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-j-
mananase € inibida em presenca de ABA, antes e depois da germinagao (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 exdgeno sobre o
processo de degradacgao dos galactomananos no endosperma de S. virgata, onde
a utilizacdo desta reserva pelo embrido seria modulada pela presenga do
horménio, que teria um efeito parcial sobre a atividade da a-galactosidase.

Somente quando o horménio é lixiviado ou metabolizado, a transferéncia de
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carbono e energia entre os 6rgaos pode ser iniciada, sendo assim importante no
estabelecimento da espécie no ambiente (Buckeridge et al. 2000a).

Sabe-se que o ABA esta envolvido, ainda, no mecanismo de dorméncia das
sementes, induzindo um retardamento temporal no processo de germinagao ou
inibindo a germinacgao sob condi¢cdes desfavoraveis, bem como no mecanismo de
inibicdo da germinagao precoce e viviparidade (Taiz & Zeiger 2004). Sementes em
desenvolvimento raramente germinam e, quando a germinagao precoce ocorre,
provavelmente ha deficiéncias na produgao ou sensibilidade ao ABA (Black 1991,
Hilhorst 1995, Karssen 1995).

A presenca de acido abscisico no tegumento de algumas espécies sugere a
participacdo conjunta desse horménio com o tegumento no mecanismo de
dorméncia e no processo de germinacdo (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 germinagdo mais rapida do que em
sementes selvagens, que respondem diferentemente ao estresse osmatico e a
dorméncia, provavelmente devido a presenga 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 producéo de
enzimas hidroliticas relacionadas a maturagcdo, germinagdo e mobilizagdo de
reservas durante o desenvolvimento das sementes (Kontos & Spyropoulos 1996).

Apesar da influéncia do ABA ocorrer na maioria das espécies desde a
maturagcdo da semente, aquisicdo da tolerancia a dessecacgdo, prevencao da
germinacao precoce até a mobilizacdo de reservas (Garciarrubio et al. 1997,
Finkelstein & Lynch 2000), alguns trabalhos divergem quanto ao efeito do ABA na
germinacao e mobilizacdo de reservas. Berry & Bewley (1991) levantaram uma
hipotese de que o potencial osmotico, entre o endosperma e o embrido, é muito
mais importante na regulacdo da germinacdo do que o ABA, como observado
também em grao 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 producédo dependente do tipo de tecido e do estagio de desenvolvimento
(Colli 2004). O etileno apresenta a capacidade de quebrar a dorméncia e iniciar a
germinacao em algumas espécies (Taiz & Zeiger 2004).

Além deste efeito na dorméncia, o etileno aumenta a taxa de germinagao de
sementes de varias espécies, modulando o metabolismo celular de maneira a
promover o alongamento embrionario, 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), grao-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 ef 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 promocédo da germinacao foi observado,
inicialmente, na década de 20 em algumas espécies de mono e dicotiledéneas.
Em sementes de alface, por exemplo, a utilizagdo de inibidores da sintese de
etileno, reduz a taxa de germinacéao, efeito este revertido, por sua vez, com a
aplicacao deste gas (Colli 2004). Ja em sementes de Amaranthus caudatus e
Cucumis anguria, o etileno é detectado antes da protrusdo da radicula, havendo
um pico de produgédo visivelmente associado a germinagédo (Cardoso 2004). De
fato, na germinagdo, ha um aumento na taxa de producdo de etileno durante a

protrusdo de radicula e o desenvolvimento da plantula (Colli 2004).
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Sabe-se que o etileno e o ABA partilham elementos de transdugao de sinal,
e que o etileno regula negativamente o grau de dorméncia por suprimir a
expressdo de genes envolvidos na sinalizacdo do ABA (Beaudoin et al. 2000,
Borghetti 2004). Além disso, verificou-se que o etileno promove a sintese de uma
proteinase durante a germinagéao inibida por ABA (Cervantes et al. 1994). Assim,
Borghetti et al. (2002) demonstraram que a quebra de dorméncia por etileno
envolve protedlise seletiva mediada por um complexo multicatalitico proteasoma.
Dessa forma, tanto o silenciamento de genes envolvidos na dorméncia como a
remogao de polipeptideos inibidores da germinagao fazem parte do processo de
remocao da dorméncia em sementes (Borghetti 2004). Além disso, tem sido
sugerido que o etileno estimule a germinagdo através da inativagdo do ABA
(Chiwocha et al. 2005, Vandenbussche & Van Der Straeten 2007).

Além disso, acredita-se que o etileno possa agir estimulando a sintese ou
controlando a atividade de enzimas relacionadas a degradacdo do endosperma,
dentre estas a a-galactosidase em sementes de Amaranthus caudatus (Bialecka &
Kepczynska 2007) e a endo-B-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 acucares

Acucares como glucose, sacarose e frutose tém uma fungao essencial no
metabolismo das plantas (Smeekens 2000). Desta forma, os agucares atuam
como fontes de energia e componentes estruturais da célula, afetando uma
grande variedade de processos, desde o crescimento e desenvolvimento até a
expressao de diversos genes (Rook & Bevan 2003, Dekkers et al. 2008).

Como as fungcbes metabdlicas e estruturais requerem quantidades
apropriadas de fontes de carbono, diferentes organismos tém desenvolvido a
habilidade de “sentir’ niveis internos de agucares, consequentemente ajustando
suas atividades metabdlicas e celulares (Price et al. 2003). Os mecanismos pelos

quais as plantas determinam a disponibilidade de carboidratos (sensibilidade ao
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agucar) e regulam as respostas aos acgucares (sinalizagdo dos acucares), sao
fundamentais durante toda a vida da planta (Rognoni et al. 2007). Desta forma,
aléem do papel metabdlico, os acucares parecem ter uma funcdo parecida com a
dos horménios (Smeekens 2000, Ledn & Sheen 2003, Rolland et al. 2006,
Dekkers et al. 2008).

Embora ja tenha sido demonstrado que os agucares agem como moléculas
sinalizadoras, pouco se sabe sobre os mecanismos pelo quais as plantas
respondem a estes (Rognoni et al. 2007).

Aspectos fisiologicos, bioquimicos e moleculares tém sido utilizados para
estudar as respostas das plantas aos acucares (Smeekens 2000, Rolland et al.
2002) e algumas das estratégias genéticas aplicadas sdo baseadas no efeito
inibitério dos agucares sobre o desenvolvimento pds-germinativo de Arabidopsis
thaliana. Altas concentragbes de agucares exdgenos atrasam a germinagao e
interrompem o desenvolvimento inicial da plantula, prevenindo a expansao dos
cotilédones e o desenvolvimento de folhas verdadeiras e um sistema de raizes
extensas (Rognoni et al. 2007).

O atraso no desenvolvimento da plantula causado pelos altos niveis de
agucares pode ser visto como uma regressao do metabolismo, 0 qual cessa a
mobilizacdo de reservas das sementes (Gazzarrini & McCurt 2001, Rook et al.
2001). De fato, sabe-se que a glucose pode retardar a degradacao das reservas
nas sementes (Lu & Hills 2002, To et al. 2002).

Analises cuidadosas de diversos mutantes sensiveis aos agucares revelam
que o atraso no desenvolvimento da plantula causado pelos acgucares €
amplamente independente do componente osmatico criado pelo tratamento com
agucares exogenos. Além disto, estudos recentes tém demonstrado que os
processos relacionados a sensibilidade aos agucares nédo estdo associados ao
papel destes como nutrientes (Rognoni et al. 2007).

Através de diversos estudos foram encontrados pelo menos trés tipos de
mecanismos de transdugao 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 glicolise, que dependem da
atividade catalitica da hexoquinase (Xiao et al. 2000). Além disso, sabe-se que
proteinas como quinases e fosfatases estdo envolvidas no mecanismo de
sinalizagao dos agucares (Smeekens 2000).

Desta forma, a sensibilidade aos acucares pode ser definida pela interagao
entre uma molécula de glucose e uma proteina de tal maneira que um sinal é
gerado. Este sinal inicia uma cascata de tradugdo de sinais que resulta em
respostas celulares como alteragdo na expressdao dos genes e atividades
enzimaticas (Smeekens 2000). A transdugao de sinais induzidos pelos agucares
controla a expressdo de genes, através de diversos mecanismos, que incluem
transcrigdo, tradugao, modificacdo de mRNA e estabilidade de proteinas (Rolland
et al. 2006).

Dentro deste contexto, o papel dos agucares como moléculas sinalizadoras
altera os programas de germinacgao e desenvolvimento da plantula, integrados em
uma complexa rede de fatores ambientais, metabdlicos e hormonais (Rognoni et
al. 2007).

6.4. Interacao entre as vias de sinalizacao

A via de sinalizagado dos agucares nao opera isoladamente, mas € parte de
uma rede de regulagdo celular. Recentes estudos claramente demonstram uma
interacdo entre sistemas de sinalizacdo, especialmente entre agucares e
fitohormbnios (Smeekens 2000).

Como os agucares influenciam respostas do desenvolvimento e, ao mesmo
tempo, como estes se relacionam aos diferentes hormdnios regulando diversos
processos é uma questdo importante (Rognoni et al. 2007).

Tem sido sugerido que entre os fitohorménios, o ABA é o de maior
importancia para a resposta das plantas aos acucares (Rognoni et al. 2007).
Dentro deste contexto, as respostas aos agucares seriam diretamente mediadas

pelo ABA, pela via de indugdo da sua biossintese e pela ativagdo de alguns genes
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de sinalizagcdo do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Chen et al. 2006). Apesar
disso, alguns autores acreditam que o ABA n&o esta diretamente envolvido na
sinalizagdo dos agucares, mas na regulagdo da maneira como os tecidos
respondem aos agucares (Rook et al. 2001). Outros autores acreditam, ainda, que
a glucose nao age pela via de biossintese do ABA (Dekkers et al. 2004), sugerindo
que este agucar pode retardar a germinagdo por atrasar o declinio da
concentragdo de ABA enddgeno (Price et al. 2003), afetando a estabilidade do
ABA (Dekkers et al. 2004).

Entretanto, de uma maneira geral, a inibicdo da germinagao 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 agucares, seria
relacionada a inducédo dos genes de sinalizagdo ou de biossintese do ABA pelos
mesmos agucares (Cheng et al. 2002, Ledn & Sheen 2003, Dekkers & Smeekens
2007). Consequentemente, os tratamentos com acgucares em sementes de
Arabidopsis, que causam a interrup¢do do desenvolvimento pds-germinativo da
semente, também seriam relacionados a via de sinalizagdo do ABA (Dekkers et al.
2008). De uma maneira independente, os agucares e o ABA estariam envolvidos
ainda no controle da mobilizacdo 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
nitrogénio e carbono. Outro grupo de aproximadamente 40 genes era reprimido
tanto pelo ABA quanto pela glucose.

Portanto, existem evidéncias genéticas para uma interagcdo entre a via de
sinalizacdo do ABA e a via de sinalizacdo de acucares, bem como de outras
classes de hormdnios vegetais, sendo as respostas ao ABA reguladas
provavelmente por mais de uma via de transdugao de sinal (Taiz & Zeiger 2004).
Assim, uma complexa rede de regulagédo integra a sinalizagdo de hormdnios e
nutrientes, onde varios exemplos ja foram descritos de interagdes entre agucares

e hormodnios, como a auxina (Dewald et al. 1994), citocinina (Jang et al. 1997,

49



Havelange et al. 2000), etileno (Zhou et al. 1998, Ledén & Sheen 2003, Yanagisawa
et al. 2003, Gagne et al. 2004) e acido abscisico (Huijser et al. 1999, Finkelstein e
Lynch 2000).

No caso do etileno, acredita-se que este hormdnio também interage com a
via de sinalizacdo dos acgucares, porém antagonicamente, controlando o
desenvolvimento da plantula (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt 2001,
Rognoni et al. 2007). Além disso, o etileno antagoniza o efeito inibitorio da glucose
durante a germinacédo das sementes, tendo um papel opositor ao ABA durante a
germinagao (Beaudoin et al. 2000, Price et al. 2003).

Entretanto, os efeitos do etileno podem ser explicados pelo fato deste
hormonio agir negativamente como um regulador da agédo do ABA, promovendo a
germinagcdo e o desenvolvimento inicial da pléntula (Beaudoin et al. 2000,
Ghassemian et al. 2000). A via de sinalizagcado do etileno parcialmente reprime a
biossintese do ABA ou regula negativamente a sinalizagcdo deste horménio,
diminuindo a sensibilidade ao ABA enddégeno (Ghassemian 2000, Cheng et al.
2002). Desta forma, a glucose antagoniza a via de sinalizagéo do etileno por ativar
0s genes relacionados a biossintese e sinalizagdo do ABA (Cheng et al. 2002),
modulando as respostas ao etileno, de uma maneira dependente do ABA (Ledn &
Sheen 2003).

Recentes anadlises moleculares revelaram diretamente um controle da
glucose sobre a biossintese do ABA e sobre os genes de sinalizagdo que
parcialmente antagonizam a sinalizagdo do etileno durante o desenvolvimento
inicial da plantula (Ledn & Sheen 2003). Durante a germinagao, o ABA pode inibir
a expressao dos genes relacionados a biossintese do etileno e a propria produgao
do hormobnio (Spollen et al. 2000, Hermann et al. 2007). A diminuicdo das
respostas ao ABA e aos agucares é geralmente acompanhada por um aumento na
sintese e respostas ao etileno (Finkelstein & Gibson 2001). E possivel, também,
que a glucose possa inibir a via de sinalizagdo do etileno diretamente (Rolland et
al. 2002).
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A interagdo entre as vias de sinalizacdo, particularmente entre ABA,
agucares e etileno, é discutida em muitas revisbes (Coruzzi & Zhou 2001;
Gazzarrini & McCourt 2001; Eckardt 2002, Rognoni et al. 2007). Nesta interagao,
0s acgucares respondem a dois horménios — ABA e etileno — de maneiras opostas,
o etileno agindo como um antagonista as respostas aos agucares, enquanto o
ABA promove estas respostas (Ledn & Sheen 2003).

Sabendo que em sementes de Sesbania virgata o acido abscisico esta
presente no tegumento e, ainda, que existe um mecanismo de controle da
degradacao das proteinas de reserva e dos galactomananos através deste tecido,
evitando a producédo de agucares redutores em excesso (Tonini et al. 2006, 2007),
levantou-se a hipotese de que as vias de sinalizagcdo do ABA e dos acucares
poderiam estar relacionadas nas sementes desta espécie (Fig. 5). Além disso, foi
proposto que deveria ocorrer uma via de sinalizagao de etileno, relacionada a via

de sinalizagao dos agucares, antagonizando a acao do ABA (Fig. 5).

7. A ESPECIE Sesbania virgata

Dentre as espécies cujas sementes acumulam galactomananos, encontra-
se Sesbania virgata (Cav.) Pers., pertencente a familia Leguminosae (=Fabaceae),
sub-familia Faboideae (=Papilionoideae), tribo Robinieae (Lavin 1987, Judd et al.
1999, Kissmann & Groth 1999). Entre as plantas fanerégamas, Leguminosae
consiste na terceira maior familia, depois da Asteraceae (Compositae) e
Orchidaceae, com cerca de 670 géneros e 17.500 espécies (Kissmann & Groth
1999).
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Figura 5. Hipétese de acdo dos horménios (ABA e etileno), relacionada a via de
sinalizagdo dos acgucares (glucose, frutose e sacarose), sobre a degradacdo dos
galactomananos e das proteinas através das enzimas hidroliticas em sementes de

Sesbania virgata.
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7.1. Sinbnimos e nomes vulgares

A espécie tem como sindbnimos 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
Cadigo Internacional de Nomenclatura Botanica (Greuter et al. 2003).

O nome “virgata”, um adjetivo latino que quer dizer “cheio de varas”, deve-
se ao caule cilindrico e ramificado da planta (Kissmann & Groth 1999). No entanto,
muitos trabalhos que se referem a degradacao do galactomanano tém 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 “feijao-do-mato” no interior do Parana (Kissmann
& Groth 1999, Lisboa 2003).

7.2. Origem e distribuicao

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 umidos ou
alagados, principalmente em solos modificados e, apesar de sua presenga nao ter
sido muito intensa, desequilibrios no manejo das areas podem determinar um

aumento no seu numero 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. Caracteristicas gerais

Planta pioneira, infestante, perene, reproduzida por semente, com habito
arbustivo, podendo atingir de 2 a 4 m de altura (Fig. 6A). Pode apresentar o
florescimento e frutificagdo ja com 40cm de altura, com diversos surtos de
florescimento por ano (Fig. 6B e 6C). Suas flores sdo 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 embrido axial curvo
(Fig. 6E). A unidade de dispersao sao os frutos indeiscentes, que flutuam na agua
(Kissmann & Groth 1999).

7.4. Justificativa para o uso da espécie

Além de serem de grande importancia ecologica e comercial, as sementes
de S. virgata s&o um modelo bastante conveniente para o estudo da germinagéo e
degradacao dos galactomananos devido a 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 individuo, 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 sdo pequenas o suficiente para permitir a realizacao
de experimentos em placas de Petri e, a0 mesmo tempo, sdo grandes o suficiente

para permitir a manipulagao individual para a separacao dos diferentes tecidos.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito do acido abscisico
e do etileno, juntamente com o tegumento, sobre a degradagao das proteinas de
reserva e dos galactomananos e investigar possiveis relacbes que estes
horménios possam ter com a via de sinalizacdo dos acgucares, a fim de
compreender os mecanismos de controle durante e apdés a germinagdo de

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

e Determinar em que ponto do metabolismo a semente se encontra em
relagdo a produgdo das enzimas hidroliticas, especificamente da o-
galactosidase (ha mRNAs prontos? Proteinas?), durante a degradacao das
reservas, e supostamente os tecidos envolvidos nesta producao;

e Relacionar a sintese de novo ou a ativacéo da a-galactosidase a agao do
ABA e do etileno durante a degradagao das reservas;

¢ Relacionar a agao do ABA e do etileno ao controle do tegumento durante a
degradacgao das reservas através das enzimas hidroliticas;

e Detectar os niveis de acido abscisico e etileno endégeno nos diferentes
tecidos sob influéncia dos agucares durante a germinagdo e degradacéao
das reservas, relacionando a via de sinalizagdo dos hormdnios a via de
sinalizagao de acgucares;

e Detectar o nivel endégeno de glucose e sacarose nas sementes durante a
germinagao e degradagao das reservas, relacionando a concentracdo de

ABA e etileno enddgeno das sementes.
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CAPITULO 1

CONEXAO ENTRE OS PROCESSOS DE DEGRADACAO DAS
RESERVAS DE PROTEINAS 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 polissacarideo de parede celular, o
galactomanano. A mobilizagdo deste ocorre apds a germinagao e envolve trés
enzimas hidroliticas (a-galactosidase, endo-f-mananase e exo-B-manosidase).
Além da reserva de carbono, ha uma grande quantidade de corpos protéicos, no
citoplasma das células endospérmicas, que constituem a principal reserva de
nitrogénio nestas sementes. Para que ocorra a correta distribuicdo dos produtos
de degradacao das reservas deve haver sincronizagdo entre os processos de
degradacao das reservas de carbono e nitrogénio, porém para compreender tais
mecanismos, € necessario estudar aspectos do controle da producédo e acdo das
enzimas responsaveis pela hidrolise das reservas. Buscando determinar em que
ponto do metabolismo a semente de S. virgata se encontra em relagéo a produgao
destas enzimas hidroliticas, durante e apds a germinagdo, e supostamente os
tecidos envolvidos nesta producdo, sementes desta espécie foram embebidas em
actinomicina-D (inibidor de transcri¢do) e cicloheximida (inibidor de traducéo) e os
efeitos destes inibidores verificados através da atividade e detecgdo da -
galactosidase no tegumento e endosperma destas sementes. Como a presenga
de actinomicina-D e cicloheximida n&o inibiram a produgdo e a atividade da a-
galactosidase no endosperma durante e apds a germinagao, sugere-se que a
producdo desta enzima ocorra principalmente durante a maturagdo, sendo
supostamente armazenada nos corpos protéicos presentes no endosperma até o
periodo pds-germinativo. Aparentemente, a partir deste periodo a enzima pré-
formada seria processada e ativada, para consequente degradagdo dos
galactomananos, através de um processo proteolitico, visto que foram detectadas
diversas isoformas da a-galactosidase, com pesos moleculares e distribuicao
temporal distintos durante e ap6s a germinagdo. Ainda, como a presenca de
actinomicina-D e cicloheximida nao inibiram o processamento proteolitico da a-

galactosidase, pelo contrario, intensificaram a producédo de isoformas da enzima,
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sugere-se a participacdo de proteases também formadas durante a maturagao,
que seriam ativadas no periodo germinativo, e auxiliariam na regulacdo da
atividade da o-galactosidase durante e apds a germinagdo. Em contrapartida,
como a presenga de actinomicina-D e cicloheximida inibiram a degradacdo das
proteinas de reserva no tegumento e endosperma e, inclusive, induziram a
atividade da a-galactosidase nestes tecidos no final do processo de degradagao
dos galactomananos, sugere-se a sintese de novo de proteases durante e apds a
germinacao e a relagao intima destas enzimas com a degradagao das proteinas
de reserva e da a-galactosidase no final do processo de degradagdo dos
galactomananos, a fim de evitar o excesso de agucares redutores no tecido e a
producao de sacarose. Estas evidéncias sugerem que a mobilizagdo de reservas
de carbono (galactomananos) no endosperma de sementes de S. virgata deve
estar relacionada a mobilizagdo das reservas de nitrogénio (proteinas) no mesmo
tecido, possivelmente garantindo o afluxo sincrénico de compostos carreadores

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

2. Introducao

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptacéo aos seus
respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acumulo de certos compostos
de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Ha& enorme variagao na
composicao de sementes, mas as substdncias armazenadas em grande
quantidade constituem os carboidratos e as proteinas (Buckeridge et al. 2004a).

As sementes de leguminosas sao conhecidas por serem ricas em proteinas
de reserva. Nesse grupo podemos incluir Sesbania virgata (Cav.) Pers., com cerca
de 45% do peso seco da semente em proteinas (Buckeridge et al. 2004b). S.
virgata € uma planta com habito arbustivo que ocorre principalmente em regides
umidas ou alagadas, como na galeria de florestas de regides Neotropicais, e esta
associada com os primeiros estagios da sucessao ecoldgica (Kissmann & Groth
1999, Potomati & Buckeridge 2002).
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As proteinas de reserva estdao usualmente presentes em vacuolos de
reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de
dicotiledéneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a,
Tonini et al. 2006). Além disso, varias enzimas podem estar presentes também
nos corpos protéicos, e durante a mobilizacdo de reservas outras enzimas podem
ser adicionadas (Bewley & Black 1994).

A hidrolise das proteinas de reserva aos seus aminoacidos constituintes &
realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteinas ou
produzirem pequenos polipeptideos que sdo degradados posteriormente por
peptidases (Bewley & Black 1994). Além de possuirem a fungcédo de reserva, as
proteinas podem ser essenciais para o metabolismo e estrutura da semente e,
ainda, conferir resisténcia a patdégenos microbianos, invertebrados ou dessecagao
(Buckeridge et al. 2004a).

Quanto as reservas de carboidratos, sementes de diversas espécies de
leguminosas sao conhecidas por acumular galactomananos na parede celular dos
endospermas das sementes, sendo denominados polissacarideos de reserva de
parede celular (PRPC) (Reid 1985a, Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al.
2000b, Buckeridge et al. 2004a).

Além de serem polissacarideos de reserva, exercem um papel importante
no controle de embebigcdo de agua no inicio da germinagdo, absorvendo
proporcionalmente grande quantidade de agua e a distribuindo ao redor do
embrido, protegendo-o contra a perda de agua (Reid & Bewley 1979, Buckeridge
et al. 2000c). Ainda, conferem dureza e resisténcia fisica ao endosperma no
periodo de germinagao, sendo importante na modulagéo da constricdo mecénica a
protrusdo da radicula (Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).

Os galactomananos sao constituidos de uma cadeia principal formada por
unidades de D-manose unidas entre si por ligagdes glicosidicas p-(1—4), a qual
unidades de D-galactose estdo unidas através de ligagbes do tipo a-(1—6),
formando ramificagdes simples (Moe et al. 1947, Unrau 1961, Somme 1968, Manzi
& Cerezo 1984).
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Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilizagdo do
galactomananos inicia apos a germinacao (Buckeridge et al. 2000c, Tonini et al.
2006), sendo mediada por trés enzimas hidroliticas: «- galactosidase (EC
3.2.1.22), endo-B-mananase (EC 3.2.1.78) e exo-B-manosidase (EC 3.2.1.25)
(Reid & Meier 1972, McCleary & Matheson 1976, Buckeridge & Dietrich 1996).

Como as ramificagdes de galactose na cadeia principal interferem na agéo
hidrolitica da endo--mananase sobre a cadeia de manano, torna-se importante a
acao da a-galactosidase, desgalactosilando o polimero, anteriormente a agao
hidrolitica da endo-B-mananase, e mesmo da exo-B-manosidase (Reid & Edwards
1995, Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).

A camada de aleurona tem sido sugerida como suposta responsavel pela
sintese de enzimas hidroliticas utilizadas para a degradacao 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). Ja em sementes de Ceratonia
siliqua verificou-se que as enzimas sao 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 mobilizacdo das reservas, provavelmente controlando a produgao,
modificacdo e/ou armazenamento das enzimas hidroliticas (Tonini et al. 2007).
Kontos & Spyropoulos (1996) sugeriram que o tegumento pode controlar a
producao de enzimas hidroliticas, como a a- galactosidase e a endo-B-mananase,
no endosperma de sementes de Ceratonia siliqua. Assim, como em sementes de
Lycopersicon esculentum (tomate), na qual verificou-se um efeito inibitério do
tegumento na produgdo da endo-B-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 relacdo a producédo das
proteinas, especificamente a da a-galactosidase (transcricdo do gene ou tradugéo
do mRNA), antes da germinacdo e durante a degradagao dos galactomananos no

periodo pds-germinativo, e supostamente os tecidos envolvidos nesta produgao.
3. Material

Foram utilizadas sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. obtidas de
frutos colhidos de diversas plantas localizadas na regiao urbana de Sdo Bernardo
do Campo, Sao Paulo.

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias
apdés a antese, baseando-se na coloracdo. Os frutos colhidos apresentavam
coloracao escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as
sementes apresentavam coloragéo 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 agua e 0,07 g de matéria seca.

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas
percentagens de germinagcdo (80%) até 5 anos apdés a coleta, quando as

sementes forem armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente.
4. Métodos

Apos 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 didmetro) contendo 0,5 mL de solugdo/semente, em condi¢des
de 12h de luz e temperatura de aproximadamente 25 °C. As sementes foram
embebidas em &gua, em solugdo de actinomicina-D 0,2.10* M (Ketelaar et al.
2002) e em solucdo de cicloheximida 0,5.10* M (Gubler et al. 1995, Brandstatter &
Kieber 1998).
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4.1. Efeito de inibidores de transcricao e traducao sobre a degradacao

das reservas, producao e atividade das hidrolases (a-galactosidase)

As sementes embebidas em agua (controle), actinomicina-D (inibidor de
transcrigédo) e cicloheximida (inibidor de tradugéo) foram coletadas 15 horas apés
a embebigao, periodo germinativo no qual a semente apresenta aproximadamente
20% de teor de agua, e do segundo ao quinto dia apds a embebigéo, periodo pos-
germinativo no qual a semente apresenta aproximadamente de 45 a 60% de teor
de agua e que abrange o inicio e a degradacao 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. Determinacao do peso seco do endosperma

Os endospermas isolados das sementes coletadas (5 sementes por
tratamento a cada dia, com trés repeticdes) foram secos em estufa a 80 °C até
peso constante, a fim de comparar através do peso seco a degradagdo dos
galactomananos durante o periodo de germinagdo e pos-germinagdo sob a

influéncia dos inibidores mencionados.

4.1.2. Extracao e determinacao das proteinas totais e da atividade das

hidrolases (a-galactosidase)

O tecidos isolados, tegumento e endosperma, das sementes coletadas (10
sementes por tratamento a cada dia, com trés repeticdes) foram macerados
usando nitrogénio liquido, homogeneizados em tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,8 e
deixados em repouso por 30 minutos em camara fria (5 °C). Apds o repouso, 0s
extratos foram centrifugados a 13.000 g por 5 minutos e o sobrenadante

submetido a dosagem de proteinas e de atividade da a-galactosidase.
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Para a dosagem de proteina, utilizou-se 20 ou 40 uL de amostra,
dependendo do extrato, e 200 uL de reagente (Bio Rad), completando o volume
com agua destilada para 1 mL. As leituras das absorbancias foram feitas em
espectrofotometro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (A) de 595 nm
(Bradford 1976).

Para a anadlise da atividade de a-galactosidase, os sobrenadantes foram
ensaiados utilizando-se o substrato sintético especifico p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (Reid & Meier 1973). Para a referida dosagem utilizou-se 5, 10
ou 20 uL de amostra, dependendo do extrato, acrescida de 10 ul de solugao
tampéao acetato de sédio 1 M pH 5,0 e 10 uL do substrato especifico, incubando-
se por 20 minutos em banho-maria a 45 °C. A atividade enzimatica foi
interrompida com 1 mL de solugdo Na,CO3 0,1 N e as leituras das absorbancias
feitas em espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (1) de
405 nm.

4.1.3. Deteccao das hidrolases (a-galactosidase)

Os endospermas isolados das sementes coletadas (30 sementes por
tratamento a cada dia) foram macerados usando nitrogénio liquido,
homogeneizados em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,8 e deixados em repouso por
30 minutos em camara fria (5 °C). Apds o repouso, os extratos foram centrifugados
a 13.000 g por 5 minutos e o sobrenadante submetido a dosagem de proteinas
através do método de Bradford (1976).

A partir da dosagem de proteinas, foram retirados de cada extrato volumes
que continham o equivalente a 50 ug de proteinas, que foram dialisados,
liofilizados e resuspensos em tamp&o de amostra (Laemmli Sample Buffer),
especifico para eletroforese, com adigdo de 3-mercaptoetanol.

As amostras resuspensas foram aquecidas em banho-maria a 95 °C por 5

minutos, centrifugadas a 13.000 g por 2 minutos e, entdo, submetidas a
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eletroforese em SDS-PAGE (Laemmli 1970, Hames 1990, Weber & Osborn 1969).
As proteinas obtidas através da eletroforese foram transferidas para membranas
de nitrocelulose, para deteccdo da a-galactosidase por Western Immunoblotting
(Buckeridge & Reid 1994).

4.1.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise qualitativa das proteinas foi feita através de eletroforese em gel
de poliacrilamida sob condicdes desnaturantes, em presenca de dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE), empregando-se um sistema descontinuo, 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 necessario para o marcador alcancar a
extremidade inferior do gel.

Para revelagao das proteinas, apds a corrida, o gel foi imerso em solugéo
de Coomassie Brilliant Blue R250 0,1% dissolvido em acido acético:metanol:agua
(1:4:5 - vIvlv), durante 1 hora a temperatura ambiente e sob agitagao continua. Em
seguida, o gel foi mantido em solugdo descorante, acido acético:metanol:agua
(1:4:5 - v/vlv), sob agitagdo continua e trocas frequentes da solugdo (Hames
1990).

A determinacgao do peso molecular das bandas de proteinas do gel foi feita
pelo calculo do Rf da proteina de interesse e sua localizagcdo na curva de
calibragao tragada com os valores de Rf das proteinas marcadoras versus o log de
seus pesos moleculares, conforme Weber & Osborn (1969). Os marcadores de
peso molecular utilizados foram a miosina (195 kDa), -galactosidase (111,6 kDa),
albumina de soro bovino (59,4 kDa), anidrase carbdnica (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 separacao por SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose de 2 a 4 horas em solucdo de transferéncia,
contendo Tris-glicina em tampao metanol (20%) 40 mM pH > 8,0, usando corrente
constante de 400 mA. Apos a transferéncia das proteinas, a membrana foi
incubada por uma hora em solucdo de ferrocianeto de potassio 100 mM, para
inibir a atividade da peroxidase da semente (Guéra & Sabater 2002), e, entéo,
passou por todo o processo de imunolocalizagado descrito a seguir, adaptado de
Buckeridge & Reid (1994).

As membranas foram incubadas por 3 horas em solucdo de bloqueio
contendo 0,1% de gelatina, 1% de BSA em tampao fosfato salino (PBS) 0,1M pH
7,0, contendo algumas gotas de Tween 20. Posteriormente, foram incubadas
durante uma noite em solugdo contendo anti-a-galactosidase, diluido 1:200 em
PBS, anticorpo que foi preparado em coelhos contra a-galactosidase de sementes
de guar. Em testes preliminares determinou-se que ha reagdo cruzada do
anticorpo com as enzimas de sementes de S. virgata.

Depois da incubagdo com o anticorpo, as membranas foram lavadas com
Tris-HCI 50 mM pH 7,4 quatro vezes, por 10 minutos cada e, entdo, incubadas
uma hora em solugao contendo anti-imunoglobulina de coelho retirado de cabra,
conjugado com peroxidase, diluido 1:200 em PBS. Apo6s a incubagdo, as
membranas foram novamente lavadas com Tris-HCI 50 mM pH 7,4 quatro vezes,
durante 10 minutos cada.

Apos a lavagem, as membranas foram mantidas em agitacdo constante e a
elas foi adicionado diaminobenzidina - DAB (0,05 g em 100 mL de Tris-HCI 50 mM
pH 7,4), seguido pelo peroxido de hidrogénio 0,03%. A reacgao foi interrompida
com lavagem das membranas com agua, podendo ser, entdo, visualizada as

bandas da a-galactosidase, caracterizada por coloragcéo acastanhada.
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5. Resultados/ Discussao

5.1. Efeito de inibidores de transcricao e traducao sobre a degradacao
das reservas

Para comparar a degradacdo dos galactomananos, durante e apos a
germinacgao, entre as sementes embebidas em agua (controle), em actinomicina-D
e em cicloheximida, foi avaliada a taxa de germinacéao, através da protrusdo da
radicula, a massa fresca das sementes intactas e a massa fresca e seca do
endosperma dessas sementes.

Analisando a porcentagem de germinagao ao longo do periodo, observou-
se que a germinagdo completa das sementes ocorreu somente no segundo dia
apés a embebicdo, tanto no controle como nos tratamentos, ndao havendo
aparentemente influéncia dos inibidores de transcricdo e tradugdo sobre o
processo germinativo (Fig. 1). Sabe-se que em um contexto fisiologico e
bioquimico, a germinagdo compreende o conjunto de eventos que ocorre durante
a embebicdo da semente e se estende até a protrusdo da radicula (Bewley &
Black 1994), e que o processo germinativo em sementes de Sesbania virgata
ocorre até o segundo ou terceiro dias apos a embebicado (Buckeridge & Dietrich
1996, Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2007).

Quanto a variagdo de massa fresca das sementes ao longo do mesmo
periodo, observou-se um aumento gradativo nos valores de massa fresca das
sementes durante e apds a germinagao, tanto no controle como nos tratamentos,
apesar das sementes embebidas em cicloheximida terem apresentado massa
fresca menor, quando comparadas com as sementes embebidas em agua e em

actinomicina-D, no segundo dia apds a embebicao (Fig. 2A).
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Figura 1. Taxa de germinagdo em sementes de S. virgata, apés 15 horas de embebicao e
do segundo ao quinto dia ap6s a embebicdo em agua (controle), actinomicina-D (0,2.10™

M) e cicloheximida (0,5. 10 M). Os valores representam a média de trés repeticdes.

Em contrapartida, o endosperma apresentou um aumento nos valores de
massa fresca somente até o segundo dia apdés a embebicdo em &agua e
actinomicina-D e até o terceiro dia apdés a embebi¢cdo em cicloheximida (Fig. 2B).
Na presenca de cicloheximida, observou-se um retardamento no aumento da
massa fresca do endosperma, que se refletiu no segundo dia apés a embebigéo
(Fig. 2B). A partir do terceiro dia ocorreu uma diminui¢gao gradativa nos valores de
massa fresca do endosperma das sementes embebidas com actinomicina-D e
cicloheximida, enquanto no controle a diminuicdo significativa destes valores
ocorreu somente a partir do quarto dia apés a embebigao (Fig. 2B). Apesar desta
diferenca, os valores de massa fresca foram significativamente semelhantes entre

os tratamentos no terceiro, quarto e quinto dias ap6s a embebicao (Fig. 2B).
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Figura 2. Massa fresca (g) das sementes integras (A) e massa fresca (B) e seca (g) (C)
dos endospermas isolados de sementes de S. virgata, apos 15 horas de embebicéo e do
segundo ao quinto dia ap6s a embebigdo em agua (controle), actinomicina-D (0,2.10™ M)
e cicloheximida (0,5. 10 M). Os valores representam a média de trés repetices. (* = os

tratamentos diferem do controle pelo teste de LSD a 5%, p=0,05).
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As diferengas entre os tratamentos também foram observadas nos valores
de massa seca do endosperma durante a germinagcado (Fig. 2C). Enquanto o
endosperma de sementes embebidas em agua e actinomicina-D manteve massa
seca constante até o terceiro dia apdés a embebicdo, a massa seca do
endosperma das sementes embebidas em cicloheximida apresentou uma
diminuicao no segundo dia apds a embebicao (Fig. 2C).

Dessa forma, o endosperma das sementes embebidas apds dois dias em
cicloheximida apresentou massa seca menor do que aquelas do endosperma das
sementes embebidas em agua e em actinomicina-D, assim como observado na
massa fresca das sementes intactas e do endosperma (Fig. 2). A partir do terceiro
dia apds a embebicdo, todos os tratamentos apresentaram diminuigdo gradativa
da massa seca do endosperma, atingindo valores proximos a zero no quinto dia
apo6s a embebicao (Fig. 2C).

Esta diminuicdo nos valores de massa seca do endosperma a partir do
terceiro dia apos a embebicdo (Fig. 2C), esta diretamente relacionada com a
degradagdo dos galactomananos presentes neste tecido. J& que a mobilizagao
das reservas e o crescimento e desenvolvimento do embrido e da nova plantula
comegam somente quando a germinagao termina, durante o processo chamado
de pds-germinacdo (Bewley & Black 1994), e que a degradagao intensa dos
galactomananos em sementes de S. virgata ocorre entre o terceiro e quinto dias
apo6s a embebicao (Buckeridge & Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000b, Tonini et
al. 2006).

Como a diminuigdo dos valores de massa fresca do endosperma também
ocorreu a partir do terceiro dia (Fig. 2B), relaciona-se esta diminui¢do a perda de
massa seca do tecido e, conseqlientemente, a degradagdo dos galactomananos,
nao podendo ser relacionado a perda de agua pela semente. Ja o aumento de
massa fresca das sementes intactas durante todo o periodo germinativo e pds-
germinativo (Fig. 2A), deve estar relacionado a absor¢do de agua durante a
germinacgao e crescimento do embrido durante e apds a germinagao. Sabe-se que

o0 aumento nos valores de massa fresca das sementes se deve a absorgao de
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agua durante a germinagao e ao alongamento e crescimento do embrido durante e
apos a germinacgao (Bewley & Black 1994, Taiz & Zeiger 2004).

Quanto a influéncia dos inibidores de transcrigdo e tradugao, sugere-se que
a presenca de cicloheximida tenha induzido a degradacdo do endosperma e,
consequentemente, dos galactomananos durante a germinagido, causando a
diminuicdo de massa seca do endosperma ja no segundo dia apos a embebicao,
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,
estdo envolvidas no controle de mobilizacdo de reservas do endosperma de
diversas sementes, ativando a transcricdo dos genes que originam as hidrolases
(Taiz & Zeiger 2004, Buckeridge et al. 2004b), e que a expressado de diversos
genes primarios de resposta a estes horménios 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 presencga de cicloheximida durante a embebigado das
sementes de S. virgata possa ter induzido a produgado ou ativacdo das enzimas
hidroliticas relacionadas a degradagdo das proteinas de reserva e dos
galactomananos durante a germinacgdo, através da indugdo de genes primarios
relacionados a via de sinalizagdo da auxina e/ou giberelina.

Como concentragoes idénticas a utilizada neste trabalho foram capazes de
induzir a expressdo de um gene relacionado a giberelina em sementes de
Hordeum vulgare (cevada) (Gubler et al. 1995), seria possivel em sementes de S.
virgata um efeito similar da cicloheximida sobre a expresséo dos genes primarios,
estimulando a producé&o ou ativagéo das enzimas.

A sintese de novo de enzimas seria possivel mesmo na presencga de
cicloheximida, ja que a concentragao utilizada do horménio ndo é capaz de
bloquear totalmente a sintese das proteinas. Em estudos com alfafa, foi

demonstrado que somente uma concentragéo de cicloheximida trés vezes maior

71



do que a utilizada neste trabalho é capaz de inibir 90% da tradugdo dos mRNAs
(Monroy et al. 1993).

Embora o mecanismo de inducéo por cicloheximida, sobre a expressao de
diversos genes, ainda ndo tenha sido muito explorado em plantas, diversas
hipoteses ja foram levantadas a partir de estudos com células animais. A presenca
de cicloheximida pode aumentar a estabilidade dos mRNAs, através da inibicdo da
sintese das enzimas relacionadas a degradagdo dos mRNAs (Pontecorvi et al.
1988). Alternativamente, podem proteger os mRNAs de ribonucleases
citoplasmaticas, através dos polissomos (Cochran et al. 1983, Edwards &
Mahadevan 1992). Para os genes autorepressivos, a inibicdo da tradugao de seus
produtos pode levar a uma superinducao do gene (Sassone-Corsi et al. 1988).

A cicloheximida pode ativar a transcricdo através da diminuigcdo de
reguladores negativos (Li et al. 2001). Pode induzir o desacoplamento do DNA em
replicacéo e da cromatina agregada, prevenindo a formacédo de uma estrutura de
cromatina repressora (Cesari et al. 1998). Alternativamente, pode induzir o
desacoplamento do DNA em replicagdo e dos genes repressores especificos,
induzindo o desacoplamento da cromatina repressora da transcricao (Li et al.
2001). Por fim, a cicloheximida pode ativar diretamente a transcricédo, por estimular
sinais associados a cromatina (Mahadevan et al. 1991), ou por modificagbes
bioquimicas que levam a ativacdo ou desativacdo de fatores positivos ou
negativos de transcri¢ao (Li et al. 2001).

De modo geral, o fenbmeno de superindugao por cicloheximida tem sido
atribuido a diminuicdo da degradacdo 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),
a estimulagao de sinais intracelulares (Mahadevan & Edwards 1991, Edwards &
Mahadevan 1992, Hershko et al. 2004) e/ou ao aumento da transcricdo 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 0s mecanismos pelos quais
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os inibidores de sintese protéica estimulam a superindugdo 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, ndo foi observado aparentemente
nenhum efeito dos inibidores de transcricdo e traducdo sobre a massa fresca e
seca das sementes e do endosperma apds a germinagao, durante o processo de

degradagdo das reservas (Fig. 2).

5.2. Efeito de inibidores de transcricao e traducao sobre a degradacao
das proteinas totais, producao e atividade das hidrolases (a-

galactosidase)

5.2.1. Degradacao das proteinas totais

Analisando o teor de proteinas totais no tegumento, observou-se que a
diminuicdo significativa na quantidade de proteinas ocorreu principalmente no
periodo pos-germinativo, a partir do terceiro dia apds a embebigéo, tanto em agua
como em actinomicina-D e cicloheximida (Fig. 3A).

Porém, na presenca de actinomicina-D a diminui¢do nos teores protéicos ao
longo do periodo pdés-germinativo nao foi tdo significativa como nos outros
tratamentos, ja que a quantidade de proteinas foi igual ou até maior, no quarto dia
apos a embebigdo, quando comparado com as sementes embebidas em agua e
cicloheximida (Fig. 3A).

No endosperma, a degradagcdo das proteinas comegou durante a
germinagdo, embora a diminuicdo dos teores protéicos tenha sido maior no
periodo pos-germinativo, tanto no controle como nos tratamentos (Fig. 3B). Em
sementes de S. virgata, demonstrou-se anatomicamente que a degradacéo das
proteinas de reserva dos corpos protéicos ocorreu a partir do terceiro dia apos a

embebicdo, no periodo pds-germinativo (Tonini et al. 2006).
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Figura 3. Teor de proteina total nos tegumentos (A) e nos endospermas (B) de sementes
de S. virgata, ap6s 15 horas de embebicéo e do segundo ao quinto dia apds a embebigéo
em éagua (controle), actinomicina-D (0,2.10* M) e cicloheximida (0,5. 10* M). Os valores
representam a média de trés repeticoes. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste
de LSD a 5%, p=0,05).

A presenca de actinomicina-D e, principalmente, de cicloheximida no
endosperma também inibiu parcialmente a degradagédo das proteinas, ja que os

teores protéicos destas sementes foram maiores em 15 horas apds a embebicao e
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no terceiro e quarto dias apds a embebicdo, quando comparado com as sementes
embebidas em agua. Além disso, aparentemente, a presenga destes hormdnios
estimulou a sintese de novo de proteinas no terceiro dia apés a embebicéo (Fig.
3B).

Dessa forma, a actinomicina-D e a cicloheximida estariam inibindo a
degradacado de proteinas no tegumento e endosperma, como consequéncia da
inibicdo da sintese de novo de proteases. Sabe-se que proteases estao envolvidas
na hidrolise das proteinas de reserva e que muitas destas enzimas proteoliticas
sdo sintetizas de novo durante e apds a germinagao (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 periodo pdés-germinativo (Mathan 1965).

Porém, como a degradacao das proteinas néo foi totalmente inibida em
presenga da actinomicina-D e cicloheximida, apenas retardada, sugere-se também
a presenga e atividade de proteases pré-formadas durante a maturagdo de
sementes, assim como a sintese de proteases através da utilizagdo de mRNAs
pré-formados durante a maturacédo, o que explicaria um efeito inibidor maior da
cicloheximida sobre a degradacéo das proteinas de reserva no endosperma.

Sabe-se que enzimas proteoliticas acidas, cuja fungéo é hidrolisar proteinas
na fase pos-germinativa, suportando o desenvolvimento inicial da plantula, séo
sintetizas durante a maturagcdo, sendo armazenadas em vacuolos liticos
(Buckeridge et al. 2004a).

Algumas proteases s&o formadas durante a maturacdo de sementes de
diversas espécies, como em Vicia sativa, Ricinus communis (mamona), Arachis
hypogaea (amendoim), Canavalia gladiata, Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris
(feijao), 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, pro-
enzimas inativas, que serdo processados através de protedlise limitada,

transformando-se em proteases ativas (Muntz 1996). Durante a germinagao de
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sementes de Vigna mungo, proteases sdo ativadas através de processamentos
pos-traducionais (Okamoto & Minamikawa 1995). Ja em sementes de Fagopyrum
esculentum, proteases armazenadas durante a maturacdo sao ativadas pela
dissociagdo dos seus inibidores no periodo germinativo (Belozersky et al. 1990,
Elpidina et al. 1991, Bewley & Black 1994).

Além disso, a sintese de proteinas pode ocorrer durante a germinagao
através da utilizagdo de mRNAs pré-formados durante a maturagdo (Castro &
Hilhorst 2004, Rajjou et al. 2004, Nakabayashi et al. 2005). Em sementes de
cevada, acredita-se que a mobilizacdo das proteinas nos tecidos de reserva
ocorra tanto através de proteases armazenadas desde a maturagdo quanto

através de proteases sintetizadas de novo (Sreenivasulu et al. 2008).

5.2.2. Atividade das hidrolases (a-galactosidase)

Analisando a atividade total da a-galactosidase no tegumento, observou-se
que a enzima ja estava ativa apds 15 horas de embebigao, tanto no controle como
nos tratamentos, embora a presenga de cicloheximida tenha induzido uma maior
atividade da a-galactosidase neste periodo (Fig 4A).

No segundo dia apdés a embebicdo, observou-se uma diminuigcdo na
atividade da enzima em todos os tratamentos, permanecendo constante até o
terceiro dia apés a embebicao (Fig. 4A). Ja a partir do terceiro dia, observou-se
um aumento significativo na atividade da a-galactosidase em todos os
tratamentos, principalmente no quarto dia em sementes embebidas em agua e
actinomicina-D e no quinto dia apds a embebi¢cdo em cicloheximida (Fig. 4A).

A presengca de actinomicina-D e cicloheximida parece ter induzido a
atividade da enzima no periodo pdés-germinativo, ja que a atividade da a-
galactosidase foi maior no tegumento das sementes embebidas com os
tratamentos do terceiro ao quinto dia apds a embebicdo quando comparado com

as do controle no mesmo periodo (Fig. 4A).
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Figura 4. Atividade total da a-galactosidase nos tegumentos (A) e nos endospermas (B)
de sementes de S. virgata, apds 15 horas de embebigédo e do segundo ao quinto dia apds
a embebicdo em agua (controle), actinomicina-D (0,2.10* M) e cicloheximida (0,5. 10 M).
Os valores representam a média de trés repetigdes. (* = os tratamentos diferem do
controle pelo teste de LSD a 5%, p=0,05).

No endosperma, a atividade total da oa-galactosidase apos 15 horas de
embebicdo 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 presenca de cicloheximida tenha induzido a
degradacao do endosperma e, consequentemente, dos galactomananos durante a
germinagao, através da inducdo da atividade da a-galactosidase (Fig. 4B),
causando a diminuicdo de massa seca do endosperma ja no segundo dia apds a
embebicédo observada na Fig 3C, que se refletiu nos valores de massa fresca do
endosperma e da semente como um todo (Fig. 3).

Apos 15 horas de embebicao, a atividade da enzima permaneceu constante
até o segundo dia apos a embebicdo, aumentando gradativamente apds este
periodo, tanto no controle como nos tratamentos (Fig. 4B). Apesar deste aumento
ter ocorrido em todos os tratamentos, a presenca de actinomicina-D e
cicloheximida parece ter induzido a atividade da enzima no quarto e quinto dia
apos a embebicgdo, ja que a atividade da a-galactosidase foi praticamente o dobro
no endosperma das sementes embebidas com os tratamentos no quinto dia apos
a embebic&do quando comparado com as do controle no mesmo periodo (Fig. 4B).

O efeito indutor dos inibidores de transcricdo e traducdo ja havia sido
observado em feijao e em sementes de cevada, onde a presencga 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
nivel do ativador da enzima e, assim, superinduzir sua atividade. O fenbmeno de
superinducdo por actinomicina-D foi primeiramente observado em sistemas
animais, como em figado de rato e em uma variedade de cultura de células
mamarias (Russel & Snyder 1969, Tomkins et al. 1972, Clark 1974, Yamasaki &
Ichihara 1976).

Segundo Jones & Northcote (1981) existem duas hipoteses para o
mecanismo de superindugdo por actinomicina-D: diminuicdo da degradagdo ou
aumento na sintese da enzima, em ambos a inibicdo da transcricdo de mRNAs
menos estaveis suprime a competicdo entre os mMRNAs, resultando na

superinducio da atividade da enzima.
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Sabendo que a presenca de actinomicina-D e cicloheximida inibiram a
sintese de novo das proteases, como mencionado anteriormente, a indugao da o-
galactosidase deve ter ocorrido devido a inibicdo da degradacdo da enzima,
principalmente no fim do processo pods-germinativo, no quinto dia apds a
embebicao.

No crescimento de hipocdtilos de feijao, demonstrou-se uma correlagao
entre as atividades da p-galactosidase e das proteases, ja que as atividades da
primeira diminuiram conforme as atividades das proteases aumentaram (Gémez et
al. 1995).

Como a presengca de actinomicina-D e cicloheximida nao inibiram a
atividade da oa-galactosidase no tegumento e endosperma, é possivel que esta
enzima seja pré-formada durante a maturagéo, sendo supostamente armazenada
nos corpos protéicos presentes no endosperma até o periodo pds-germinativo,
onde ocorre a degradacao dos galactomananos. Em sementes de tomate, alface e
Phoenix dactylifera (palmeira), sabe-se que a sintese de a-galactosidase ocorre
no endosperma durante o desenvolvimento das sementes (DeMason et al. 1992,
Bewley & Black 1994, Feurtado et al. 2001).

Porém, para que tal hipétese seja confirmada, serdo necessarios
experimentos de localizacdo in situ da enzima, de forma a encontra-la pronta
antes da germinagao, nos corpos protéicos.

Além disso, parte da oa-galactosidase presente no endosperma pode ter
sido sintetizada no tegumento durante a maturagdo ou apenas armazenada neste
tecido, sendo posteriormente transportada para o endosperma durante a
degradagdo dos galactomananos. Tonini et al. (2007) ja havia sugerido a
participacdo do tegumento na produg¢do, modificagdo e/ou armazenamento das
enzimas hidroliticas, controlando a agado dessas hidrolases durante e apods a

germinagao, possivelmente junto com o ABA presente no tecido.
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5.2.3. Deteccao das hidrolases (a-galactosidase)

Para comparar qualitativamente as proteinas totais e a deteccdo da a-
galactosidase entre as sementes embebidas em agua, actinomicina-D e
cicloheximida, foi realizada a separagao das proteinas no endosperma, através de
eletroforese, e deteccdo da a-galactosidase através da técnica de western
immunoblotting.

Analisando a separagao das proteinas do endosperma das sementes
embebidas em agua, foi possivel visualizar 17 bandas protéicas, com pesos
moleculares de 94 a 12 kDa (Fig. 5A, Tabela 1). As proteinas de 81, 52, 48 e 14
kDa, aparentemente, estavam presentes apenas em 15 horas e do segundo ao
terceiro dias apos a embebigéo, sugerindo a participagao destas proteinas durante
0 processo germinativo (Fig. 5A).

Ainda, como em sementes de S. virgata demonstrou-se que a degradacao
das proteinas de reserva dos corpos protéicos ocorre a partir do terceiro dia apos
a embebigao, no periodo pds-germinativo (Tonini et al. 2006), pode-se sugerir que
estas proteinas teriam papel de reserva para o crescimento do embrido e posterior
estabelecimento da plantula.

Outras proteinas, como as de 94, 44, 35, 23, 19, 13 e 12 kDa, foram
detectadas apenas a partir do terceiro dia apés a embebigéo, ou seja, no periodo
pos-germinativo (Fig. 5A e Tabela 1). Como as proteinas de 94, 44, 19 e 12 kDa
estavam presentes apenas no quarto e quinto dias apds a embebicao (Fig. 5A e
Tabela 1), sugere-se que estas estejam diretamente relacionadas com o processo
de degradagado das proteinas 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
deteccédo da a-galactosidase (B) nos endospermas de sementes de S. virgata, apos 15
horas de embebicdo e do segundo ao quinto dia apds a embebigdo em agua, com cerca
de 50 ug de proteina nas amostras aplicadas. A. Gel corado com Coomassie Brilliant
Blue. B. Membrana revelada com DAB, seguido por perdxido de hidrogénio. (setas =

reacao que caracteriza a presenca de o-galactosidase).

As proteinas de 73, 61, 39, 29, 17 e 16 kDa estiveram presentes em todos
os dias apés a embebicdo, sugerindo a participagdo destas tanto no processo
germinativo como no processo poés-germinativo (Fig. 5A e Tabela 1). Como as
proteinas de 73 e 16 kDa ocorreram aparentemente em maiores concentragdes no
quarto e quinto dias apdés a embebigcao (Fig. 5A), sugere-se que estas sejam
componentes intermediarios do processo de degradagao de reservas, que ocorre
no endosperma apds a germinagao.

Dentre todas estas proteinas, foi possivel detectar 8 bandas que
apresentaram reagao cruzada com o anticorpo contra a-galactosidase, com pesos
moleculares de 73, 48, 44, 35, 29, 16, 13 e 12 kDa (Fig. 5B, Tabela 1). Como a
presenca destas bandas variou entre os dias apds a embebicio e, ainda, como os

pesos moleculares destas variaram bastante (Fig. 5B), sugere-se a existéncia de
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um processo proteolitico da a-galactosidase ao longo do periodo germinativo e

pds-germinativo.

Tabela 1. Peso molecular das proteinas e dos peptideos que apresentam reagao cruzada
com o anticorpo anti-a-galactosidase de guar nos endospermas de sementes de S.
virgata embebidas em agua (controle), actinomicina-D (0,2.10* M) (ACT) e cicloheximida
(0,5.10* M) (CICLO). (- = ndo detectado).

Proteinas o~galactosidase
(kDa) (kDa)

AGUA ACT cicLo AGUA 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 a-galactosidase pudesse agir sobre o0s

galactomananos no periodo pés-germinativo, a enzima pré-formada durante a
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maturagao teria que ser ativada, possivelmente através do processo proteolitico
sugerido acima no endosperma.

Sabe-se que proteases sao responsaveis por modificagcdes pos-traducionais
de proteinas, com acao proteolitica limitada a regides especificas, necessarias
para o processamento e maturacdo de enzimas pré-formadas e controle da
atividade destas (Schaller 2004). Em sementes de Cyamopsis tetragonoloba
(guar) e cevada, a enzima a-galactosidase e B-amilase respectivamente podem
ser ativadas através de digestdo por enzimas proteoliticas (Overbeeke et al. 1989,
Guerin et al. 1992).

Baseado nesta hipotese, as proteinas de peso mais alto (73, 48 e 29 kDa),
que apareceram durante e apds a germinagao, seriam a-galactosidases pré-
formadas durante a maturacgéo, e as de baixo peso molecular (44, 35, 16, 13 e 12),
que apareceram somente no periodo pds-germinativo, seriam isoformas da
enzima ativada e os produtos de sua degradagao.

Buckeridge & Dietrich (resultados n&o publicados) e Lisboa et al. (2006)
observaram que a oa-galactosidase das sementes de S. virgata apresenta peso
molecular em torno de 45 kDa, o que reafirma a hip6tese de que a banda com 44
kDa seja uma das isoformas da enzima ativa.

Feurtado et al. (2001) sugeriram pelo menos trés isoformas da o-
galactosidase durante e apds a germinacdo de sementes de tomate e, através da
obtengao e sequenciamento do cDNA da enzima, demonstraram alta homologia
da forma ativa da a-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 o-galactosidase foi identificado em
sementes de tomate, as isoformas aparentemente se formam a partir de
modificagdes pds-traducionais (Feurtado et al. 2001).

McCleary & Matheson (1974) também detectaram multiplas isoformas da a-
galactosidase, nas sementes de Cyamopsis tetragonoloba, embora apenas uma

delas (40 kDa) esta 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, feijdo, Lupinus angustifolius (lupino) e Trifolium repens pelo menos
duas isoformas da a-galactosidase estdo 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 trés isoformas da o-
galactosidase no fruto de Carica papaya (maméo papaia), com pesos moleculares
de 170, 57 e 29 kDa, o que reafirma a hipétese de que a banda com 29 kDa seja
uma das isoformas da enzima pré-formada durante a maturagdo, ja que a
isoenzima do mamao, com o mesmo peso molecular, foi detectada durante o
amadurecimento do fruto. Durante o desenvolvimento de frutos de Cucumis melo
(meldo), trés isoformas da a-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 agua, apresentando
17 bandas protéicas, com os mesmos pesos moleculares (Tabela 1) e semelhante
variacdo no decorrer dos processos germinativos e pds-germinativos descritos
acima para o controle (resultado ndo mostrado).

Aparentemente, as unicas diferengas foram quanto a concentragdo da
proteina de 73 kDa, que diminuiu no quarto e quinto dias apds a embebicdo ao
invés de aumentar como em agua, e a concentragdo das proteinas de 23 e 19
kDa, que foi maior no endosperma das sementes tratadas com actinomicina-D
(resultado ndo mostrado). Como a actinomicina-D é capaz de induzir o acumulo e
atividade de determinadas enzimas (Jones & Northcote 1981, Panagiotidis et al.
1982), pode ser que estas proteinas de 23 e 19 kDa exergam um papel hidrolitico

durante o processo pds-germinativo.
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Em relacdo a detecgao da a-galactosidase, observou-se a presenga de 10
bandas com reac¢do 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
presenca de algumas bandas (61, 23 e 17 kDa) que ndo estavam presentes nas
sementes embebidas em agua (Tabela 1), sugerindo que o processamento
proteolitico 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 0s mesmos pesos
moleculares encontrados e descritos no controle (Tabela 1). Além disso, a
variagdo destas proteinas foi similar a encontrada nas sementes embebidas em
agua, durante e apds a germinagéo, ocorrendo apenas uma concentracado maior
das proteinas de 23 e 19 kDa, como em actinomicina-D (resultado ndo mostrado).

Quanto a deteccdo da o-galactosidase nas sementes embebidas em
cicloheximida, observou-se a presenga de 11 bandas referentes a 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 presenca
de algumas bandas, com 61, 23 e 17 kDa, que nao foram detectadas no controle
(Tabela 1).

No endosperma de Cocos nucifera (coco) foram detectadas duas isoformas
da a-galactosidase, uma delas com peso molecular de 23 kDa (Mujer et al. 1984),
0 que corrobora a hipétese 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 numero maior de bandas referentes a a-
galactosidase quando comparado ao controle (Tabela 1), sugere-se que a
presenca destes inibidores de transcricdo e tradugao esteja de alguma forma

modificando o processamento proteolitico da a-galactosidase.
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E possivel que proteases pré-formadas estejam envolvidas no
processamento proteolitico da a-galactosidase, sendo sua ativagédo induzida na
presenca dos inibidores de transcricdo e tradugcdo. Baseado nesta hipotese, o
processamento proteolitico da o-galactosidase pré-formada, em presenca de
actinomicina-D e cicloheximida, seria mais intenso que no controle, com produgao
de mais duas isoformas da enzima ativa, de 23 e 17 kDa, que apareceram
principalmente no periodo pds-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
expressdo de diversos genes primarios de resposta a 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 presenca destes inibidores pode ter induzido a ativagéo
destas proteases no endosperma, através da via de sinalizacdo da auxina, da

giberelina e/ou de outros hormonios.

6. Conclusoes

Baseado em todos estes resultados, sugere-se que a producdo da a-
galactosidase ocorra principalmente durante a maturagcdo das sementes, sendo
supostamente armazenada nos corpos protéicos presentes no endosperma até o
periodo germinativo. A partir deste periodo até o pds-germinativo, onde ocorre a
degradagdo dos galactomananos, a enzima pré-formada seria processada e
ativada, através de um processo proteolitico, que envolveria principalmente
proteases também formadas durante a maturagdo, que seriam ativadas

possivelmente através da via de sinalizagdo de hormonios (Fig. 6).
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Figura 6. Modelo esquematico do mecanismo de controle da o-galactosidase no
endosperma de sementes de S. virgata, através do processamento proteolitico durante e

apos a germinagao.
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Além disto, como foi sugerida a sintese de novo de diversas proteases
durante e apos a germinagdo e uma relagdo intima destas enzimas com a
degradacgao das proteinas de reserva e da a-galactosidase no final do processo de
degradacdo dos galactomananos. Podemos sugerir que além do controle
proteolitico mencionado acima durante e apds a germinagdo, ocorre um processo
de regulacdo da a-galactosidase no final do periodo pds-germinativo, apds
atividade intensa da enzima sobre os galactomananos. Neste processo, as
proteases estariam novamente envolvidas, porém estas seriam sintetizadas de
novo apo6s a germinagdo, sendo responsaveis pela degradacdo da a-
galactosidase no final do processo de degradacao dos galactomananos, a fim de
evitar o excesso de agucares redutores no tecido e a produg¢do de sacarose (Fig.
6).

Dessa forma, é possivel especular que as proteases envolvidas no controle
das atividades destas enzimas seriam sintetizadas tanto durante a maturagao,
quanto sintetizadas de novo durante e apos a germinagao, com papéis funcionais
e temporalmente distintos no processo de regulagdo das enzimas hidroliticas.
Como estas proteases estariam envolvidas, ainda, no controle do processo de
degradacao das proteinas de reservas, sugere-se que a mobilizagado de reservas
de carbono (galactomananos) no endosperma de sementes de S. virgata deve
estar relacionada a mobilizacado das reservas de nitrogénio (proteinas) no mesmo
tecido, possivelmente garantindo o afluxo sincrénico de compostos carreadores
dos dois macronutrientes (C e N) para o desenvolvimento do embrido e

estabelecimento da plantula.
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CAPITULO 2

EFEITO DO ABA E ETILENO DURANTE O PROCESSO DE
DEGRADAGCAO DAS RESERVAS DE PROTEINAS 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 polissacarideo de parede celular, o
galactomanano. A mobilizagdo deste ocorre apds a germinagao e envolve trés
enzimas hidroliticas (a-galactosidase, endo-f-mananase e exo-B-manosidase).
Além da reserva de carbono, ha uma grande quantidade de corpos protéicos, no
citoplasma das células endospérmicas, que constituem a principal reserva de
nitrogénio nestas sementes. Para que ocorra a correta distribuicdo dos produtos
de degradacao das reservas deve haver mecanismos eficientes de controle nos
processos de degradacdo das reservas de carbono e nitrogénio, porém para
compreender tais mecanismos € necessario estudar aspectos do controle da acao
das enzimas responsaveis pela hidrolise das reservas. Buscando verificar e
relacionar o efeito do acido abscisico e do etileno na degradacédo das reservas
apos a germinagao de S. virgata, sementes desta espécie foram embebidas em
agua, ABA (10 M) e etileno (1 uL.L™", 10 puL.L™", 100 pL.L ™), e os efeitos destes
foram verificados através dos teores protéicos e da atividade da a-galactosidase.
Como a presencga de ABA exdgeno retardou o inicio da degradagao das proteinas
de reserva no endosperma, assim como diminuiu a atividade da a-galactosidase
no mesmo tecido no final do processo de degradagao do galactomanano, sugere-
se um efeito modulador deste horménio durante a degradagdo das reservas,
reprimindo a acdo das enzimas hidroliticas. Em contrapartida, a presenca de
etileno exégeno aumentou a atividade da o-galactosidase no endosperma e,
inclusive, no tegumento no final do processo de degradagdo do galactomanano,
sugerindo um efeito indutor deste horménio na agcdo das enzimas hidroliticas.
Desta forma, estas evidéncias sugerem que o ABA e o etileno controlariam
antagonicamente a mobilizagcdo de reservas em sementes de S. virgata, a fim de
controlar o processo de degradagao dos galactomananos, evitando a produgao

dos acgucares redutores e de sacarose em excesso durante o periodo pos-
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germinativo e garantindo o afluxo eficiente de carbono e nitrogénio para o

desenvolvimento da plantula.

2. Introducao

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptacao aos seus
respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acumulo de certos compostos
de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Ha enorme variagao na
composicao de sementes, mas as substdncias armazenadas em grande
quantidade constituem os carboidratos e as proteinas (Buckeridge et al. 2004a).

As sementes de leguminosas sao conhecidas por serem ricas em proteinas
de reserva. Nesse grupo podemos incluir Sesbania virgata (Cav.) Pers., com cerca
de 45% do peso seco da semente em proteinas (Buckeridge et al. 2004b). S.
virgata € uma planta com habito arbustivo que ocorre principalmente em regides
umidas ou alagadas, como na galeria de florestas de regides Neotropicais, e esta
associada com os primeiros estagios da sucessao ecolégica (Kissmann & Groth
1999, Potomati & Buckeridge 2002).

As proteinas de reserva estdao usualmente presentes em vacuolos de
reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de
dicotiledéneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a,
Tonini et al. 2006). Além disso, varias enzimas podem estar presentes também
nos corpos protéicos, e durante a mobilizagcdo de reservas outras enzimas podem
ser adicionadas (Bewley & Black 1994).

A hidrdlise das proteinas de reserva aos seus aminoacidos constituintes é
realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteinas ou
produzirem pequenos polipeptideos que sao degradados posteriormente por
peptidases (Bewley & Black 1994).

Quanto as reservas de carboidratos, sementes de diversas espécies de
leguminosas sao conhecidas por acumular galactomananos na parede celular dos

endospermas das sementes, sendo denominados polissacarideos 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 polissacarideos de reserva, exercem um papel importante
no controle de embebigcdo de agua no inicio da germinagdo, absorvendo
proporcionalmente grande quantidade de agua e a distribuindo ao redor do
embrido, protegendo-o contra a perda de agua (Reid & Bewley 1979, Buckeridge
et al. 2000c). Ainda, conferem dureza e resisténcia fisica ao endosperma no
periodo de germinagao, sendo importante na modulagéo da constricdo mecénica a
protrusdo da radicula (Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).

Os galactomananos sao constituidos de uma cadeia principal formada por
unidades de D-manose unidas entre si por ligagdes glicosidicas p-(1—4), a qual
unidades de D-galactose estdo unidas através de ligagbes do tipo a-(1—6),
formando ramificagdes simples (Moe et al. 1947, Unrau 1961, Somme 1968, Manzi
& Cerezo 1984).

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilizacdo do
galactomananos inicia apos a germinagao (Buckeridge et al. 2000c, Tonini et al.
2006), sendo mediada por trés enzimas hidroliticas: a- galactosidase (EC
3.2.1.22), endo-B-mananase (EC 3.2.1.78) e exo-B-manosidase (EC 3.2.1.25)
(Reid & Meier 1972, McCleary & Matheson 1976, Buckeridge & Dietrich 1996).

Como as ramificagcdes de galactose na cadeia principal interferem na acao
hidrolitica da endo-B-mananase sobre a cadeia de manano, torna-se importante a
acao da a-galactosidase, desgalactosilando o polimero, anteriormente a agao
hidrolitica da endo--mananase, e mesmo da exo-f-manosidase (Reid & Edwards
1995, Buckeridge et al. 2000a, Lisboa et al. 2006).

Além de prevenir a degradagao das proteinas de reserva (Garciarrubio et al.
1997), sabe-se que o acido abscisico (ABA) € um potente inibidor da degradagao
do galactomanano, e esta envolvido no mecanismo de regulagdo dessa
mobilizacdo em sementes de Ceratonia siliqua (Seiler 1977), Lactuca sativa

(alface) (Halmer & Bewley 1979), Lycopersicon sculentum (tomate) (Groot &

104



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 hidroliticas (Buckeridge
et al. 2000a, Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2006).

A presenca de acido abscisico no tegumento de sementes de S. virgata
sugere a participacdo conjunta desse horménio com o tegumento no mecanismo
de controle da degradagcdo das proteinas de reserva e dos galactomananos
(Tonini et al. 2006, Tonini et al. 2007). Kontos & Spyropoulos (1996) sugeriram
que o tegumento pode controlar a produgcdo de enzimas hidroliticas, como a a-
galactosidase e a endo-f-mananase, no endosperma de sementes de Ceratonia
siliqua. Assim, como em sementes de tomate, na qual verificou-se um efeito
inibitério do tegumento na producdo da endo-B-mananase (Nonogaki et al. 1992,
Nomaguchi et al. 1995).

Acredita-se, ainda, que o etileno possa agir estimulando a sintese ou a
atividade de enzimas relacionadas a degradacédo do endosperma, dentre estas a
o-galactosidase em sementes de Amaranthus caudatus (Bialecka & Kepczynska
2007) e a endo-B-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 a degradagdo das proteinas e dos galactomananos e,
supostamente, os tecidos envolvidos neste processo, a fim de compreender os

mecanismos de controle durante e apos a germinagao de sementes de S. virgata.

3. Material

Foram utilizadas sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. obtidas de
frutos colhidos de diversas plantas localizadas na regido urbana de Sdo Bernardo
do Campo, Sao Paulo.

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias

apo6s a antese, baseando-se na coloragdo. Os frutos colhidos apresentavam
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coloracgao escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as
sementes apresentavam coloragéo 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 agua e 0,07 g de matéria seca.

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas
percentagens de germinacéo (80%) até 5 anos apds a coleta, se as sementes

forem armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente.

4. Métodos

Apds 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 didmetro), fechados com rolhas de borracha,
contendo 0,5 mL de solugao/semente, em condi¢des de 12h de luz e temperatura
de aproximadamente 25 °C. Para o tratamento com ABA, as sementes foram
embebidas em agua e em solugdo de ABA (10 M) (concentragdo definida através
de estudos preliminares realizados por Potomati & Buckeridge 2002). Para o
tratamento com etileno, as sementes foram embebidas em agua e diferentes
quantidades de etileno (1 pl.L™, 10 pl.L”" ou 100 pl.L™") 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 proteinas totais e

atividade das hidrolases (a-galactosidase)

As sementes embebidas em agua (controle), ABA (10 M) e etileno (1 pl.L™",
10 plL™" ou 100 plL™) foram coletadas do segundo ao quinto dia apds a
embebicdo, periodo pds-germinativo que abrange o inicio e a degradacgao intensa
das reservas.

Os tecidos isolados, tegumento e endosperma, das sementes coletadas (10
sementes por tratamento a cada dia, com trés repeticdes) foram macerados
usando nitrogénio liquido, homogeneizados em tampéao Tris-HCI 20 mM pH 7,8 e
deixados em repouso por 30 minutos em camara fria (5 °C). Apds o repouso, o0s
extratos foram centrifugados a 13.000 g por 5 minutos e o sobrenadante
submetido a dosagem de proteinas e de atividade da a-galactosidase.

Para a dosagem de proteina, utilizou-se 10 ou 20 puL de amostra,
dependendo do extrato, e 200 pL de reagente (Bio-Rad). As leituras das
absorbancias foram feitas em elisa Thermo Lab Systems (Multiskan EX) no
comprimento de onda (A) de 595 nm (Bradford 1976).

Para a analise da atividade de a-galactosidase, os sobrenadantes foram
ensaiados utilizando-se o substrato sintético especifico p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (Reid & Meier 1973). Para a referida dosagem utilizaram-se 10
ou 20 uL de amostra, dependendo do extrato, acrescidos de 10 uL de solugao
tampao acetato de sédio 1 M pH 5,0 e 10 uL do substrato especifico, incubando-
se por 20 minutos em banho-maria a 45 °C. A atividade enzimatica foi
interrompida com 1 mL de solugdo Na,COs3 0,1 N e as leituras das absorbancias
feitas em espectrofotbmetro Pharmacia Biotech (Ultrospec 3000) no comprimento
de onda (A) de 405 nm.
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5. Resultados/Discussao

5.1. Efeito do ABA e etileno sobre os teores de proteinas totais e
atividade das hidrolases (o-galactosidase)

Primeiramente foi comparada a taxa de germinagdo, a massa fresca das
sementes intactas e a massa fresca do tegumento e do endosperma, entre as
sementes embebidas em agua (controle), ABA e etileno.

Analisando a porcentagem de germinagao ao longo do periodo, observou-
se que a germinagao completa das sementes ocorreu somente no segundo dia
apés a embebigcdo, tanto no controle como nos tratamentos, ndo havendo

aparentemente influéncia dos hormonios sobre o processo germinativo (Fig. 1).
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Figura 1. Taxa de germinagdo em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia apds

a embebigdo em agua (controle), ABA (10 M) e etileno (1 pL.L™, 10 pL.L™", 100 pL.L™).

Os valores representam a média de trés repeticdes.

Em um contexto fisiolégico e bioquimico, a germinagcdo compreende o

conjunto de eventos que ocorre durante a embebigdo da semente e se estende
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até a protrusdo da radicula (Bewley & Black 1994). Desta forma, o processo
germinativo em sementes de Sesbania virgata ocorre até o segundo dia apds a
embebicdo, como ja observado por Buckeridge & Dietrich (1996), Potomati &
Buckeridge (2002) e Tonini et al. (2007).

Apesar do ABA estar envolvido no mecanismo de dorméncia de diversas
especies de sementes, induzindo um retardamento temporal no processo de
germinacgao ou inibindo a germinagao sob condi¢cdes desfavoraveis, bem como no
mecanismo de inibicdo da germinagdo precoce e viviparidade (Taiz & Zeiger
2004), este horménio, aparentemente, ndo teve nenhuma influéncia sobre a taxa
de germinacao em sementes de S. virgata (Fig. 1).

Quanto a acao do etileno, sabe-se que este horménio induz, estimula ou
acelera a germinagao 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 hormbnio na germinacdo continua controverso.
Alguns autores afirmam que a produgdo do etileno € uma consequéncia da
germinagao, enquanto outros sugerem que a producao de etileno seja necessaria
a germinagao (Abeles et al. 1992, Matilla 2000). Além disso, dentre as sementes
que requerem etileno para germinar, algumas sao extremamente sensiveis
enquanto outras requerem altas quantidades do gas (Esashi 1991, Kepczynski &
Kepczynska 1997, Matilla 2000).

Em sementes de S. virgata, o etileno ndo apresentou nenhum efeito
significativo sobre a germinacéao (Fig. 1), o que é possivel, ja que em alguns casos
a presenca deste gas inibe ou ndo afeta a germinagéo (Kepczynski & Kepczynska
1997, Matilla 2000).

109



3,00 4

NN

o n

o o
L L

1,50

Massa fresca das sementes (g)

0,60 ~

o o o

w B n

o o o
L L L

Massa fresca do endosperma (g)
o
2 $
o
L

e o

o N

o o
I L

=S ]‘lg {
agua ABA etileno etileno etileno
1ul/L 10uL/L 100uL/L
agua ABA etileno etileno etileno
1ul/L 10uL/L 100uL/L
*
*
%
agua ABA etileno etileno etileno
1ul/L 10uL/L 100uL/L

m2d
m3d
m4d
05d

A

Cc
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endospermas isolados (C) de sementes de S. virgata, do segundo ao quinto dia apos a
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Quanto a variagdo de massa fresca das sementes ao longo do mesmo
periodo, 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 agua, no terceiro dia apés a embebicao (Fig.
2A).

Este aumento de massa fresca das sementes intactas durante o periodo
germinativo e pés-germinativo deve estar relacionado a absorgéo de agua durante
a germinagao e ao alongamento e crescimento do embrido principalmente apés a
germinacao. Desta forma, sugere-se que a presenca de ABA tenha diminuido a
absorg¢ao de agua pela semente no segundo dia apds a embebicado, que se refletiu
no valor de massa fresca da semente (Fig. 2A), apesar de néao 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 absorgao de
agua pelo embrido em crescimento.

No tegumento, observou-se que os valores de massa fresca desse tecido
permaneceram praticamente constantes por todo o periodo, tanto no controle
como nos tratamentos, ndo ocorrendo diferengas significativas entre eles (Fig. 2B).

Analisando o endosperma, observou-se uma diminuicdo gradativa nos
valores de massa fresca deste tecido, tanto no controle como nos tratamentos
(Fig. 2C). Entretanto, na presenga de ABA, o endosperma apresentou massa
fresca maior no quarto e quinto dias apds a embebi¢cdo, quando comparada com a
do endosperma das sementes embebidas em agua (Fig. 2C), indicando inibigao
na degradagdo do endosperma. Em contrapartida, na presenca de etileno a 1
pL.L'1 observou-se massa fresca menor do endosperma, quando comparadas com
as do controle, no terceiro dia apdés a embebicao (Fig. 2C), indicando que nesta
concentragcdo, o etileno promoveu uma leve indugcdo da degradagao do tecido,
consequente da mobilizagdo das reservas.

Em sementes de S. virgata, a mobilizagdo das proteinas de reserva e dos

galactomananos e o crescimento e desenvolvimento do embrido e da nova
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plantula comegam somente quando a germinagao termina, durante o processo
chamado de pds-germinacao (Bewley & Black 1994, Tonini et al. 2006). Nesse
periodo, a degradagao intensa das proteinas de reserva e dos galactomananos
presentes no endosperma ocorre entre o terceiro e quinto dias apds a embebicéao,
sendo retardada na presenga do ABA (Buckeridge & Dietrich 1996, Buckeridge et
al. 2000b, Tonini et al. 2006).

Desta forma, sugere-se que o ABA tenha parcialmente inibido a degradacao
das reservas e, consequentemente, do endosperma durante o periodo pos-
germinativo, enquanto o etileno, na concentragdo de 1 uL.L™", tenha induzido no
inicio do periodo pés-germinativo a degradagao das reservas.

Apesar destes resultados, deve-se levar em consideragdao o efeito dos
hormdnios sobre os teores de proteinas totais e atividade das enzimas hidroliticas,

para se sugerir algo mais consistente.

5.1.1. Teores de proteinas totais.

Analisando o teor de proteinas totais no tegumento, observou-se uma
diminuicao significativa na quantidade de proteinas no terceiro dia apds a
embebi¢cdo em agua e etileno a 1 uL.L'1 e no quarto dia apos a embebicdo em
ABA (Fig. 3A). Desta forma, a presenca do ABA estaria retardando a degradagao
e/ou mobilizagdo das proteinas no tegumento, enquanto o etileno aparentemente
nao teria nenhum efeito sobre o processo de mobilizagdo protéica no tecido
durante o periodo pés-germinativo.

Na presenca de etileno, em concentragdes mais altas, também nao foi
observada variag¢des significativas quanto aos teores de proteinas totais ao longo
do periodo observado. Embora as sementes embebidas em etileno a 100 pL.L™
apresentaram conteudos menores de proteinas totais no segundo dia apds a
embebicdo em relagdo ao controle (Fig. 3A). Provavelmente, estas sementes
embebidas na presenca do etileno, apresentaram uma diminuicdo nos teores

protéicos anterior ao controle, entre o primeiro e segundo dia apds a embebigao, o
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que acarretaria teores mais baixos no segundo dia, sugerindo um efeito indutor do
etileno sobre a degradagao e/ou mobilizagao de proteinas no tegumento durante o

processo germinativo.
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Figura 3. Teores de proteinas nos tegumentos (A) e nos endospermas (B) de sementes
de S. virgata, do segundo ao quinto dia apds a embebigdo em agua (controle), ABA (10™
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No endosperma, a diminuicdo na quantidade de proteinas totais ocorreu no
terceiro dia apdés a embebicdo em todos os tratamentos, com excecdo das
sementes embebidas em ABA, que apresentaram diminuicdo significativa dos
teores protéicos apenas no quinto dia apés a embebicdo (Fig. 3B). Em sementes
de S. virgata, demonstrou-se que a degradacado das proteinas de reserva dos
corpos protéicos ocorreu a partir do terceiro dia apdés a embebicdo em agua,
enquanto em presenca do ABA, a degradacao significativa ocorreu somente no
quinto dia apds a embebicdo (Tonini et al. 2006). Além disso, sabe-se que o ABA
previne a degradagao das proteinas de reserva em sementes de Arabidopsis
thaliana (Garciarrubio et al. 1997).

Dessa forma, a presenga de ABA estaria retardando a degradacgédo de
proteinas no endosperma, sendo observado diferenga significativa nos teores
protéicos entre as sementes embebidas em agua e em ABA ja no terceiro dia apos
a embebicao (Fig. 3B). Este efeito inibidor do ABA sobre o inicio da degradacgao
das proteinas de reserva deve estar relacionado a um efeito inibitério deste
hormdnio sobre a sintese de novo de proteases ou ativacdo 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) (Cercés
et al. 1999), Malus domestica (macga) (Ranjan & Lewak 1995), arroz (Shintani et al.
1997), Phaseolus vulgaris (feijao) (Domash et al. 2006). Além disso, no Capitulo 1,
foi sugerida a sintese de novo de diversas proteases apdés a germinacao de
sementes de S. virgata e a relagao intima destas enzimas com a degradacao das
proteinas de reserva.

Apesar de nao ter sido observado aparentemente um efeito promotor do
etileno na degradacéo das proteinas de reserva, observou-se que do terceiro ao
quinto dia apds a embebicdo, as sementes embebidas a 1 pL.L™" apresentaram
teores protéicos maiores que os do controle (Fig. 3B), sugerindo sintese de novo
de proteinas neste tecido em presenca do etileno a baixas concentragdes. As

novas proteinas sintetizadas poderiam ser proteinas estruturais relacionadas ao
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crescimento e desenvolvimento da nova plantula ou enzimas relacionadas a
degradacao das proteinas e/ou dos galactomananos.

Sabendo que a produgdo da a-galactosidase ocorre durante a maturagéo
das sementes e que a enzima pré-formada deve ser processada e ativada, através
de um processo proteolitico, possivelmente modulado através da via de
sinalizagdo de horménios (Capitulo 1), sugere-se que estas novas proteinas
sintetizadas pela acédo do etileno sejam proteases relacionadas a ativagcédo da a-
galactosidase. Neste contexto, o ABA também poderia estar envolvido
indiretamente na ativagdo da a-galactosidase pré-formada durante a maturacéo,
agindo contrariamente ao etileno, inibindo a sintese de novo de proteases ou a

ativacao de proteases pré-formadas relacionadas a ativagéo da a-galactosidase.

5.1.2. Atividade das enzimas hidroliticas (a-galactosidase)

Analisando a atividade total da a-galactosidase no tegumento, observou-se
que o pico de atividade da enzima ocorreu entre o terceiro e quarto dias apés a
embebicdo em agua e etileno a 1 uL.L™", enquanto nas sementes embebidas em
etileno a 10 e 100 uL.L'1 0 pico de atividade ocorreu somente no quarto dia apos a
embebicao (Fig. 4A).

Apesar do pico de atividade da enzima ter ocorrido somente no quarto dia
apos a embebicdo em etileno a 10 e 100 pL.L™, a presenca deste horménio nestas
concentragdes parece ter induzido a atividade da enzima, ja que a atividade da a-
galactosidase foi praticamente o dobro no tegumento das sementes embebidas
em etilenoa 10 e 100 uL.L'1 quando comparado com as do controle (Fig. 4A).

Esta indugcdo sobre a atividade da a-galactosidase no quarto dia apés a
embebicdo também pode ser observada nas sementes embebidas em etileno a 1
uL.L'1 e, inclusive, observou-se que as sementes embebidas em etileno a 10 uL.L'1
apresentaram maior atividade enzimatica ja no terceiro dia apdés a embebicao

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 apds a embebi¢cdo, ndo apresentando
diferencas significativas quanto a atividade enzimatica quando comparadas ao
controle (Fig. 4A).
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Figura 4. Atividade total da a-galactosidase nos tegumentos (A) e nos endospermas (B)
de sementes de S. virgata, do segundo ao quinto dia apdés a embebicdo em agua
(controle), ABA (10* M) e etileno (1 pl.L™", 10 pl.L™", 100 pl.L™"). Os valores representam a
média de trés repeti¢cdes. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste de LSD a 5%,
p=0,05).
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No endosperma, a atividade total da o-galactosidase aumentou
gradativamente, apresentando pico de atividade ao redor do quarto e quinto dia
apos a embebicdo, em todos os tratamentos (Fig. 4B). Em sementes de S. virgata,
demonstrou-se que a degradagédo dos galactomananos ocorreu a partir do terceiro
dia ap6s a embebi¢cdo em agua, sendo intensa no quinto dia apds a embebigao
(Tonini et al. 2006).

Apesar do pico de atividade da enzima ter sido no mesmo periodo entre o
controle e os tratamentos, a presenca de etileno, em todas as concentracoes,
parece ter induzido a atividade da a-galactosidase, ja que a atividade da enzima
foi bem maior no terceiro dia apdés a embebicao e, inclusive, no quinto dia apds a
embebicdo nas sementes embebidas em etileno a 1 e 10 uL.L" quando
comparada com as do controle (Fig. 4B).

Sabendo que a produgdo da a-galactosidase ocorre durante a maturagéao
das sementes (Capitulo 1), sugere-se que o etileno esteja envolvido, no inicio do
periodo poés-germinativo, na ativagdo da a-galactosidase pré-formada,
possivelmente através do processo proteolitico mencionado acima. Desta forma, o
etileno estaria estimulando a sintese ou a ativacdo de proteases relacionadas a
ativagdo da a-galactosidase.

Ainda no capitulo 1, foi sugerida a sintese de novo de enzimas relacionadas
ao controle da o-galactosidase no final do processo de degradagdo dos
galactomananos, através de sua degradagao ou desativagdo, a fim de evitar o
excesso de agucares redutores e sacarose. Neste contexto, no final do processo
de degradagdo dos galactomananos, modulando a atividade da a-galactosidase,
sugere-se que o etileno estaria reprimindo a sintese de novo de proteases.

Nas sementes embebidas em ABA a atividade total da o-galactosidase
apresentou pico somente no quinto dia, apresentando uma atividade enzimatica
menor, praticamente a metade quando comparada ao controle, no quarto e quinto

dia ap6s a embebigao (Fig. 4B). Em sementes de S. virgata, demonstrou-se que a
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degradacdo dos galactomananos ocorreu a partir do terceiro dia apds a
embebicdo em agua, enquanto em presengca do ABA, a degradacgao intensa
ocorreu somente no quinto dia apds a embebic&o (Tonini et al. 2006).

Sabendo que em presenga do ABA ocorre um retardamento na degradagéao
dos galactomananos, pode-se sugerir que a menor atividade total da a-
galactosidase observada no quarto dia apos a embebicdo, quando comparada a
do controle, esteja relacionada ao efeito inibidor do ABA, no inicio do periodo pés-
germinativo, sobre a ativagdo da a-galactosidase pré-formada, possivelmente
através do processo proteolitico, ja que o ABA teve efeito modulador nos teores de
proteinas totais, supostamente inibindo a sintese ou a ativagdo de proteases e,
consequentemente, a degradagdo das proteinas no inicio do processo pos-
germinativo (Fig. 3B).

Além disto, pode-se sugerir que a menor atividade total da a-galactosidase
observada no quinto dia apdés a embebigédo, quando comparado a do controle (Fig.
4B), esteja relacionada ao efeito indutor do ABA sobre a degradagdo ou
desativagdo da a-galactosidase no final do processo de degradagdo dos
galactomananos, possivelmente através da indugdo da sintese 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 a-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 degradagao das reservas em
sementes de S. virgata ja havia sido observado por Tonini et al. (2006), que
sugeriu uma relacdo de causa e efeito entre o ABA e a agdo das enzimas
hidroliticas.

Além disto, sabe-se que o etileno pode regular a atividade de diversas
enzimas, como a o-galactosidase durante a germinacdo de sementes de
Amaranthus caudatus (Bialecka & Kepczynska 2007) e a endo-B-mananase
durante a germinacdo 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 hormdnios agem de forma antagdnica sobre a atividade da a-
galactosidase, um balango ideal entre o etileno e o ABA permite que a degradagao
de reservas ocorra eficientemente em sementes de S. virgata. Neste processo, o
ABA e o etileno estariam regulando a atividade de proteases, que seriam
responsaveis pela ativacdo da o-galactosidase no inicio do processo pos-
germinativo e pela desativagdo da enzima no final do processo de degradagao
intensa dos galactomananos, a fim de evitar o excesso de agucares redutores no
tecido e a producéo de sacarose.

Em diversas espécies ja foi demonstrada uma interacdo antagbnica entre
as vias de sinalizagao do etileno e do ABA; como em sementes de Arabidopsis
thaliana (Beaudoin et al. 2000, Ghassemian et al. 2000, Leén & 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), maca (Kepczynski & Kepczynska 1997), tabaco
(Leubner-Metzger et al. 1998) e tomate (Pirrello et al. 2006).

Pode-se ainda sugerir que parte da o-galactosidase utilizada no
endosperma seja modificada e/ou apenas armazenada no tegumento antes de sua
utilizacdo na degradacdo dos galactomananos, o que explicaria a presenga da
enzima no tecido e o pico anterior de a-galactosidase no tegumento quando
comparado ao endosperma (Fig. 4). Tonini et al. (2007) ja havia sugerido a
participacdo do tegumento na modificagdo e/ou armazenamento das enzimas
hidroliticas em sementes de S. virgata, controlando a agdo dessas hidrolases

durante e apds a germinacgao.

6. Conclusoes

Com base nos resultados obtidos sugere-se que no periodo pés-
germinativo, quando ocorre a degradagao dos galactomananos, a a-galactosidase

pré-formada durante a maturacédo seria ativada, possivelmente, através de um

processo proteolitico que envolveria proteases sintetizadas de novo ou preé-
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formadas durante a maturagao, produzidas ou ativadas, respectivamente, através
da via de sinalizagdo dos hormdnios. Dentro deste contexto, sugere-se que a
sintese ou ativacao das proteases possa ser induzida pela via de sinalizagdo do
etileno e/ou reprimidas pela do ABA (Fig. 5).

Além do controle proteolitico mencionado acima no inicio do periodo poés-
germinativo, sugere-se um processo de regulagdo da a-galactosidase no final do
processo de degradacdo dos galactomananos, apos atividade intensa da a-
galactosidase, através da via de sinalizagdo do ABA e do etileno. Neste processo,
o ABA e o etileno estariam antagonicamente induzindo ou reprimindo,
respectivamente, a sintese de novo de proteases, que seriam responsaveis pela
desativacdo da o-galactosidase no final do processo de degradagdo dos
galactomananos (Fig. 5).

Desta forma, para que a degradacao de reservas ocorra eficientemente em
sementes de S. virgata, a fim de evitar o excesso de agucares redutores no tecido
e a produgao de sacarose, torna-se necessario um balango ideal entre o etileno e
o ABA durante e apds a degradagao dos galactomananos.

Ainda, como as proteases citadas no controle da atividade da a-
galactosidase e, consequentemente, na degradacdo dos galactomananos
estariam envolvidas também no controle do processo de degradagdo das
proteinas de reservas (Fig. 5), sugere-se que a mobilizagdo de reservas de
carbono (galactomananos) no endosperma de sementes de S. virgata deve estar
relacionada a mobilizacdo das reservas de nitrogénio (proteinas) no mesmo
tecido, possivelmente garantindo o afluxo sincrénico de compostos carreadores
dos dois macronutrientes (C e N) para o desenvolvimento do embrido e
estabelecimento da pléantula. Desta forma, mesmo utilizando abordagens
diferentes, em que se consideram as agbes hormonais sobre a degradagédo de
reservas das sementes de S. virgata, chega-se a mesma conclusdo que aquela

formulada no capitulo anterior.
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CAPITULO 3

EFEITO DOS ACUCARES SOBRE O ABA E O ETILENO DURANTE
O PROCESSO DE DEGRADACAO DAS RESERVAS EM
SEMENTES DE Sesbania virgata (CAV.) PERS.

131



1. Resumo

Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. acumulam suas reservas de
carbono no endosperma na forma de um polissacarideo de parede celular, o
galactomanano. Além da reserva de carbono, ha uma grande quantidade de
corpos protéicos, no citoplasma das células endospérmicas, que constituem a
principal reserva de nitrogénio nestas sementes. Para que ocorra a correta
distribuicdo dos produtos de degradagao das reservas deve haver mecanismos
eficientes de controle nos processos de degradacido das reservas de carbono e
nitrogénio. Sabe-se que o ABA, além de prevenir a degradacéo das proteinas de
reserva, inibe a degradacdo do galactomanano, interferindo na atividade das
enzimas hidroliticas. Em contrapartida, o etileno estimula a sintese e/ou a
atividade de enzimas relacionadas a degradacdo do endosperma,
antagonicamente ao ABA. Buscando verificar e relacionar o efeito do acido
abscisico e do etileno aos agucares na degradagdo das reservas apds a
germinacao de S. virgata, sementes desta espécie foram embebidas em &agua,
glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M) e os efeitos destes foram verificados
através da producédo endogena de etileno e ABA destas sementes. Analisando a
producdo endogena de ABA, observou-se que este hormdnio esteve presente em
altas quantidades no primeiro e no quarto dia apés a embebig¢ao, ou seja, no inicio
do periodo germinativo e durante a degradacao das reservas. A alta concentragao
de ABA principalmente no tegumento durante a germinagdo, assim como sua
presenga no tecido durante o periodo pos-germinativo, deve estar envolvida na
sintese, modificacdo e/ou armazenamento das enzimas hidroliticas presentes no
tecido e nas regides do endosperma proximas ao tegumento, a fim de modular a
degradacgédo das reservas através das enzimas hidroliticas. Quanto a produgao
endogena de etileno, observou-se um aumento brusco do horménio durante o
periodo de mobilizagado das reservas, mais especificamente no quarto dia apos a
embebicado, que pode estar relacionado a influéncia do etileno na atividade das

enzimas hidroliticas em sementes de S. virgata. Ainda, como ocorreram mudangas
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na producdo de ABA e etileno enddégeno na presenga de glucose e sacarose,
sugere-se uma relagdo entre a via de sinalizacdo destes horménios e a dos
agucares, que parece controlar o processo de degradagédo das proteinas e dos
galactomananos, evitando a produgédo dos agucares redutores e a produgao de
sacarose em excesso durante o periodo pds-germinativo. A influéncia da glucose
e sacarose no controle da producédo de ABA e etileno enddgeno torna-se possivel
in vivo, ja que estes agucares estado disponiveis endogenamente nas sementes
durante a producdo destes hormdnios. Desta forma, estas evidéncias sugerem
que o ABA e o etileno controlariam antagonicamente a mobilizagao de reservas
em sementes de S. virgata, juntamente com os acgucares, a fim de garantir o afluxo

eficiente de carbono e nitrogénio para o desenvolvimento da plantula.

2. Introducao

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptagcéo aos seus
respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acumulo de certos compostos
de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). Ha& enorme variagao na
composicao de sementes, mas as substancias armazenadas em grande
quantidade constituem os carboidratos e as proteinas (Buckeridge et al. 2004a).

As sementes de leguminosas sao conhecidas por serem ricas em proteinas
de reserva. Nesse grupo podemos incluir Sesbania virgata (Cav.) Pers., com cerca
de 45% do peso seco da semente em proteinas (Buckeridge et al. 2004b). S.
virgata € uma planta com habito arbustivo que ocorre principalmente em regides
umidas ou alagadas, como na galeria de florestas de regides Neotropicais, e esta
associada com os primeiros estagios da sucessao ecolégica (Kissmann & Groth
1999, Potomati & Buckeridge 2002).

As proteinas de reserva estdo usualmente presentes em vacuolos de
reserva, denominados corpos protéicos, na maioria das sementes de
dicotiledéneas e gimnospermas (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2004a,

Tonini et al. 2006). Além disso, varias enzimas podem estar presentes também
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nos corpos protéicos, e durante a mobilizacdo de reservas outras enzimas podem
ser adicionadas (Bewley & Black 1994).

A hidrolise das proteinas de reserva aos seus aminoacidos constituintes &
realizada por proteases, as quais podem hidrolisar totalmente as proteinas ou
produzirem pequenos polipeptideos que sido degradados posteriormente por
peptidases (Bewley & Black 1994).

Quanto as reservas de carboidratos, sementes de diversas espécies de
leguminosas sao conhecidas por acumular galactomananos na parede celular dos
endospermas das sementes, sendo denominados polissacarideos 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 mobilizagcdo do
galactomananos inicia apos a germinagao (Buckeridge et al. 2000c, Tonini et al.
2006), sendo mediada por trés enzimas hidroliticas: a- galactosidase (EC
3.2.1.22), endo-B-mananase (EC 3.2.1.78) e exo-B-manosidase (EC 3.2.1.25)
(Reid & Meier 1972, McCleary & Matheson 1976, Buckeridge & Dietrich 1996).

Além de prevenir a degradagao das proteinas de reserva (Garciarrubio et al.
1997), sabe-se que o acido abscisico (ABA) € um potente inibidor da degradagao
do galactomanano, e esta envolvido no mecanismo de regulagdo dessa
mobilizacdo 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 hidroliticas (Buckeridge et al. 2000a,
Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2006).

Antagonicamente ao ABA, acredita-se que o etileno possa agir estimulando
a sintese e/ou a atividade de enzimas relacionadas a degradag¢ao do endosperma
(Bialecka & Kepczynska 2007, Nascimento et al. 2005, Pirrello et al. 2006).

A presencga de acido abscisico no tegumento de sementes de S. virgata
sugere a participacdo conjunta desse horménio com o tegumento no mecanismo

de controle da degradagcdo das proteinas 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 produgdo de enzimas hidroliticas 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 acucares atuam como moléculas sinalizadoras
e que a via de sinalizacao dos agucares nao opera isoladamente (Smeekens
2000, Rognoni et al. 2007), existem evidéncias genéticas para uma interagéo entre
a via de sinalizagdo do ABA e a via de sinalizagdo de agucares, bem como de
outras classes de hormdnios vegetais (Taiz & Zeiger 2004).

Dentro deste contexto, as respostas aos agucares seriam diretamente
mediadas pelo ABA, pela via de inducdo da sua biossintese e pela ativacdo de
alguns genes de sinalizagdo do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Chen et al.
2006). Apesar de alguns autores acreditarem que o ABA nao esta diretamente
envolvido na sinalizagdo dos agucares, mas na regulagcdo da maneira como 0s
tecidos respondem aos agucares (Rook et al. 2001). Outros autores acreditam,
ainda, que a glucose ndo age pela via de biossintese do ABA (Dekkers et al.
2004), sugerindo que este agucar pode retardar a germinagao por atrasar o
declinio da concentragdo de ABA enddgeno (Price et al. 2003), afetando a
estabilidade do ABA (Dekkers et al. 2004).

No caso do etileno, acredita-se que este horménio interage com a via de
sinalizagdo dos acgucares, porém antagonicamente, controlando o
desenvolvimento inicial da plantula (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt 2001,
Rognoni et al. 2007).

Desta maneira, a glucose antagoniza a via de sinalizagdo do etileno por
ativar os genes relacionados a biossintese e sinalizacdo do ABA (Cheng et al.
2002), modulando as respostas ao etileno, de uma maneira dependente do ABA
(Ledn & Sheen 2003). A diminuicdo das respostas ao ABA e aos agucares é
geralmente acompanhada por um aumento na sintese e respostas ao etileno
(Finkelstein & Gibson 2001). E possivel, também, que a glucose possa inibir a via

de sinalizagao do etileno diretamente (Rolland et al. 2002).
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O objetivo deste trabalho foi verificar os niveis de acido abscisico e etileno
enddgeno nos diferentes tecidos sob influéncia dos agucares, buscando relacionar
a via de sinalizacdo destes hormdnios a via de sinalizagado dos agucares, a fim de
compreender os diversos mecanismos de controle durante e apds a germinagao

de sementes de S. virgata.

3. Material

Foram utilizadas sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. obtidas de
frutos colhidos de diversas plantas localizadas na regido urbana de Sdo Bernardo
do Campo, Sao Paulo.

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias
apdés a antese, baseando-se na coloragdo. Os frutos colhidos apresentavam
coloragéo escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as
sementes apresentavam coloragcédo 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 agua e 0,07 g de matéria seca.

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas
percentagens de germinagao (80%) até 5 anos apds a coleta, se as sementes

forem armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente.

4. Métodos

4.1. Efeitos dos acucares nos niveis enddégenos de etileno

Apds 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 didmetro), fechados com rolhas de borracha,
contendo 0,5 mL de solugdo/semente, em condi¢des de 12h de luz e temperatura

de aproximadamente 25 °C. As sementes foram embebidas em agua (controle),
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solugdo de glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M) (Price et al. 2003, Tiné &
Buckeridge - resultados nao publicados). A cada 24 horas de incubagao, do
primeiro ao quinto dia apds a embebicdo, periodo germinativo e pos-germinativo
que abrange o inicio e a degradacgao intensa das reservas, foi efetuada a dosagem
de etileno endégeno (10 sementes por tratamento a cada dia, com trés
repeticoes).

A analise de etileno foi realizada pela injecdo de amostras do ar do interior
dos frascos em um cromatografo a gas da Hewlett-Packard (GC-6890). A coluna
utilizada foi a HP-Plot Q (30 m, D.l. 0,53 mm), equipada com detector por
ionizagdo de chama. O volume de injecao foi de 1 ou 10 mL, dependendo da
amostra, empregando o modo de injegao pulsed splitless. As condi¢cdes de injegcao
empregadas foram: pressdo de 20 psi por 2 minutos, fluxo de ventilagdo de 5
mL.min™" apds 30 segundos de injecdo e temperatura do injetor em 200 °C. As
demais condigbes cromatograficas empregadas foram: corrida isotérmica a 30 °C,
empregando hélio como gas carregador em fluxo constante de 1 mL.min™,
temperatura do detector em 250 °C, fluxo de ar e hidrogénio no detector em 450
mL.min™" e 40 mL.min™", respectivamente. A estimativa da quantidade de etileno

produzida pelas sementes foi feita em relagéo a inje¢do de 10 uL de um padrao de

100 uL.L™" de etileno em ar sintético da Air Liquid.
4.2. Efeitos dos acucares nos niveis endégenos de ABA

Apds o beneficiamento dos frutos, as sementes quiescentes foram
escarificadas mecanicamente e incubadas sobre papel de filtro em placas de Petri
(9 cm de diametro) contendo 0,5 mL de solugdo/semente, em condi¢cdes de 12h de
luz e temperatura de aproximadamente 25 °C. As sementes foram embebidas em
agua (controle), solugéo de glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M) (Price et al.
2003, Tiné & Buckeridge - resultados nao publicados). A cada 24 horas de
incubacdo, do primeiro ao quinto dia apdés a embebicdo, as sementes foram

coletadas (30 sementes por tratamento a cada dia, com trés repeticbes) e
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dissecadas, separando-se o tegumento e o endosperma. Os tecidos separados
foram submetidos a técnica de determinagcado da concentracdo de ABA enddgeno
pelo GC-SIM-MS, adaptado de Chen et al. (1988) e Santos et al. (2004).

Os tecidos isolados, com no minimo 500 mg, foram macerados usando
nitrogénio liquido e submetidos a extragao com alcool, com adicdo de 4 mL de
metanol 80% (com BHT 40mg.L™") por amostra e agitacdo por 20 horas no escuro
a 4 °C. Nessa etapa da extragdo foram adicionados, para cada amostra, 10 uL de
ABA radiativo (1ug) , como um padrdo interno utilizado para determinar
rentabilidade da extracédo e da purificacdo do ABA. Os extratos foram filtrados em
|a de vidro, seguidos por filtracdo 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 nitrogénio, resuspendidos em
100 pyL de metanol e analisados por cromatdgrafo de gas-liquido 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
ions (SIM). O volume de injegdo foi de 1 yL, empregando o modo de injecao
splitless, empregando hélio como gas carregador em fluxo constante de 1 mL.min’
' com temperatura do injetor em 200 °C. A estimativa da quantidade de ABA
produzido pelas sementes foi feita em relagcdo a detecgcdo da area dos ions do
ABA enddgeno e do padréao interno da amostra e da concentragdo inicial do

padrao interno.

4.3. Niveis enddgenos de glucose e sacarose nas sementes

Apds o beneficiamento dos frutos, as sementes quiescentes foram
escarificadas mecanicamente e incubadas sobre papel de filtro em placas de Petri
(9 cm de diametro) contendo 0,5 mL de agua/semente, em condi¢cdes de 12h de
luz e temperatura de aproximadamente 25 °C. A cada 24 horas de incubagéo, do

primeiro ao quinto dia apés a embebicdo, as sementes foram coletadas (10
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sementes por tratamento a cada dia, com trés repeticbes) e dissecadas,
separando-se o tegumento e o endosperma.

Os tecidos isolados foram macerados usando nitrogénio liquido, liofilizados
e submetidos a quatro extracdes repetitivas com alcool, com adi¢cao de 1,5 mL de
etanol 80% por amostra, por 20 min a 80 °C. A cada extragdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos e o sobrenadante recolhido. Apds todas
as extragdes, os sobrenadantes recolhidos foram reunidos, secos, resuspendidos
em 1 mL de agua destilada e analisados por cromatégrafo de troca anidnica 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 relagdo a detec¢cdo da area dos ions
dos respectivos acucares e do padrdo, sendo considerada para o calculo a

concentracido conhecida dos acucares do padrao.

5. Resultados/Discussao

5.1. Efeitos dos acuicares nos niveis endogenos de ABA

Primeiramente foi comparada a taxa de germinagdo, a massa fresca das
sementes intactas e a massa fresca do tegumento, do endosperma e do embrido
isolado das sementes embebidas em agua (controle), glucose e sacarose.

Analisando a porcentagem de germinagao ao longo do periodo, observou-
se que a germinagdo completa das sementes ocorreu somente no segundo dia
apés a embebicdo, tanto no controle como nos tratamentos, ndao havendo
aparentemente influéncia dos agucares sobre o processo germinativo (Fig. 1).
Sabe-se que as sementes de Sesbania virgata atingem 100% de germinagao
entre 0 segundo e terceiro dias apés a embebicdo (Buckeridge & Dietrich 1996,
Potomati & Buckeridge 2002, Tonini et al. 2007).
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Figura 1. Taxa de germinagdo em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia apés
a embebicdo em agua (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores

representam a média de trés repetigdes.

Aparentemente, como mencionado, tanto a glucose como a sacarose nao
tiveram nenhuma influéncia sobre a taxa de germinagdo em sementes de S.
virgata (Fig. 1). Realmente, concentra¢des similares de glucose e sacarose néo
inibiram a germinagao de sementes de Arabidopsis thaliana, ndo tendo nenhum
efeito sobre o processo. (Cernac et al. 2006). Apesar disso, estes acgucares,
principalmente em concentracbes mais altas, inibem a germinagdo de algumas
espécies (Zhou et al. 1998, Price et al. 2003, Dekkers et al. 2004, Cernac et al.
20006).

Quanto a variagdo de massa fresca das sementes ao longo do mesmo
periodo, 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 agua, principalmente a

partir do terceiro dia apds a embebicgao (Fig. 2).
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Figura 2. Massa fresca das sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia apds a
embebicdo em agua (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores
representam a média de trés repeticdes. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste
de LSD a 5%, p=0,05).

Este aumento de massa fresca das sementes intactas durante o periodo
germinativo e pos-germinativo deve estar relacionado a absorgdo de agua durante
a germinagao e ao alongamento e crescimento do embrido principalmente apds a
germinacao. Desta forma, sugere-se que a presenga de glucose e sacarose
tenham diminuido a absor¢do de agua durante a germinagédo e reprimido o
alongamento e crescimento do embrido durante e apds o processo germinativo
(Fig. 2), apesar de néo 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 plantula ap6s a germinagdo 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 periodo,
tanto no controle como nos tratamentos, ndo ocorrendo diferengas significativas

entre estes (Fig. 3A).
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Figura 3. Massa fresca dos tegumentos (A), dos endospermas (B) e dos embrides
isolados (C) de sementes de S. virgata, do segundo ao quinto dia apds a embebigdo em
agua (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores representam a média
de trés repeticbes. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste de LSD a 5%,
p=0,05).
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Analisando o endosperma, observou-se uma diminuicdo gradativa nos
valores de massa fresca deste tecido, tanto no controle como nos tratamentos, a
partir do terceiro dia apds a embebigéo (Fig. 3B). Embora na presenga de glucose,
o endosperma tenha apresentado massa fresca maior no quarto e quinto dias
apés a embebicdo, quando comparada com a do endosperma das sementes
embebidas em agua (Fig. 3B), indicando inibicdo na degradagao do endosperma
nas sementes embebidas em glucose.

Em sementes de S. virgata, a mobilizagdo das proteinas de reserva e dos
galactomananos e o crescimento e desenvolvimento do embrido e da nova
plantula comegam somente quando a germinagao termina, durante o processo
chamado de pds-germinacéo (Bewley & Black 1994, Tonini et al. 2006).

Sabendo que a glucose e a galactose sao epimeros e, ainda, que a
galactose pode inibir a acdo da a-galactosidade sobre os galactomananos
(Buckeridge, comunicagao pessoal), sugere-se que a inibicdo da degradagao do
endosperma em presenga da glucose ocorra como consequéncia da inibicao da
atividade da a-galactosidade.

Quanto ao embrido, 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 agua,
principalmente no quarto e quinto dias apds a embebigao (Fig. 3C).

Desta forma, como ja mencionado acima, a presenca de glucose e
sacarose parece ter reprimido o alongamento e crescimento do embrido apds o
processo germinativo.

Analisando a producdo de ABA enddgeno no tegumento das sementes
embebidas em agua, observou-se que este hormdnio esteve presente em altas
quantidades no primeiro e no quarto dia apds a embebigado, ou seja, no inicio do
periodo germinativo e durante a degradagao de reservas (Fig. 4). Sabe-se que a

degradacéao intensa das proteinas de reserva e dos galactomananos presentes no
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endosperma ocorre entre o terceiro e quinto dias apdés a embebicao (Buckeridge &
Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000b, Tonini et al. 2006).
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Figura 4. Producdo de ABA nos tegumentos isolados de sementes de S. virgata, do
primeiro ao quinto dia apés a embebicdo em agua. Os valores representam a média de
trés repeticbes. (médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
LSD a 5%, p=0,05).

Apesar da producdo de ABA ter sido muito alta no primeiro dia apds a
embebicdo (Fig. 4), acredita-se que este horménio nao influencie o processo
germinativo em sementes de S. virgata, ja que a taxa de germinagdo nao é
alterada significativamente com a presenca de ABA exdgeno quando comparado
ao controle (Capitulo 2). Desta forma, embora o ABA esteja envolvido no
mecanismo de dorméncia de sementes em diversas espécies, induzindo um
retardamento temporal no processo de germinagao ou inibindo a germinagao sob
condigdes desfavoraveis, bem como no mecanismo de inibicdo da germinagao
precoce e viviparidade (Taiz & Zeiger 2004), este hormdnio, aparentemente, nao

tem nenhuma influéncia sobre a taxa de germinagdo em sementes de S. virgata.
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Desta forma, a alta concentragdo de ABA no tegumento no inicio da
germinagao, assim como sua presenga no tecido durante o periodo pos-
germinativo, deve estar envolvida na sintese, modificagdo e/ou armazenamento
das enzimas hidroliticas presentes no tecido e nas regides do endosperma
préoximas ao tegumento, a fim de modular a degradagao das reservas através das
enzimas hidroliticas. Esse mecanismo teria um papel importante no controle de
degradacgédo do galactomanano e enfraquecimento do endosperma em torno da
radicula, necessaria para que ocorra a germinagdo, e na degradacdo do
endosperma lateral, evitando a producdo de acucares redutores em excesso.
Tonini et al. (2007) ja haviam sugerido a participacdo do tegumento na
modificacdo e/ou armazenamento das enzimas hidroliticas em sementes de S.
virgata, controlando a agédo dessas hidrolases durante e apds a germinacgao,
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 enddgeno no tegumento foi muito alta no
primeiro e quarto dias apds a embebicao (Fig. 5). Apesar das semelhangas entre
as curvas de produgao de ABA no tegumento das sementes embebidas em agua,
glucose e sacarose, a presenga de glucose parece ter induzido a produgao de
ABA durante o periodo germinativo e, inclusive, no inicio do periodo pos-
germinativo no tegumento isolado, ja que a quantidade de ABA foi
significativamente maior, quando comparado ao controle, no primeiro, segundo e
terceiro dias apos a embebicao (Fig. 5).

Esse aumento pode ser relacionado a indug¢do, causada pelos agucares, da
biossintese do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Cheng et al. 2002, Leén &
Sheen 2003, Chen et al. 2006, Dekkers & Smeekens 2007) e ndo a um atraso no
declinio da concentragdo de ABA enddgeno decorrente da adigdo de agucares,

como sugerido por Price et al. (2003).
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Figura 5. Producdo de ABA nos tegumentos isolados de sementes de S. virgata, do
primeiro ao quinto dia apds a embebi¢cao em agua (controle), glucose (0,05 M) e sacarose
(0,025 M). Os valores representam a média de trés repeticbes. (* = os tratamentos

diferem do controle pelo teste de LSD a 5%, p=0,05).

Em contrapartida, a presenca de sacarose parece ter controlado a produgao
do hormdnio no fim da germinacdo e durante o periodo pds-germinativo, ja que a
quantidade de ABA foi menor, quando comparado ao controle, no segundo,
terceiro e quarto dias apds a embebicado (Fig. 5). Em concentragbes baixas, a
adicdo de agucares ao meio de incubagcao das sementes suprime a agao inibitoria
do ABA (Garciarrubio et al. 1997, Finkelstein & Lynch 2000). Os agucares
parecem interagir com os hormdnios de varias maneiras, dependendo da
concentracao dos agucares 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 regulagdo dos
agucares (Sturm & Tang 1999).

Como a glucose induziu a produgcéo de ABA durante e apds a germinagao
(Fig. 5), sugere-se uma relagao intima entre a via de sinalizacdo do ABA e a dos

agucares, mais especificamente da glucose, em sementes de S. virgata.
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Durante este processo, a glucose estaria controlando a producao de ABA e,
consequentemente, a degradacao das proteinas de reserva, a ativagao e atividade
da a-galactosidase e a degradacao dos galactomananos. Realmente, sabe-se que
a glucose atrasa a degradacgao de reservas (Lu & Hills 2002, To et al. 2002) e inibe
o desenvolvimento inicial da nova plantula apos a germinagao (Price et al. 2003,
Dekkers et al. 2004).

Desta forma, sugere-se a influéncia do ABA durante o periodo de
degradacgéao das reservas em sementes de S. virgata, possivelmente controlando a
atividade das enzimas hidroliticas relacionadas ao processo, e uma relagao entre
a via de sinalizacdo do ABA e a dos agucares, a fim de controlar o processo de
degradacao dos galactomananos, evitando a producédo dos agucares redutores e
sacarose em excesso durante o periodo pos-germinativo e promover o
desenvolvimento inicial da plantula. O excesso de acgucares leva a producao de
amido transitério (Reid 1971, Buckeridge & Dietrich 1996) e com isto gastos

energéticos adicionais para a plantula.

5.2. Efeitos dos acucares nos niveis enddégenos de etileno

Analisando a produgao de etileno endégeno nas sementes embebidas em
agua, observou-se que este hormdnio esteve presente em pequenas quantidades
no primeiro e segundo dias ap0s a embebicdo, ou seja, durante o periodo
germinativo (Fig. 6). Entretanto, durante o periodo pés-germinativo, a produgao de
etileno aumenta bruscamente, praticamente quatro vezes mais, ocorrendo a maior
concentracdo de horménio no quarto dia apds a embebicao (Fig. 6).

Como a producdo de etileno enddgeno foi muito baixa no primeiro e
segundo dias apos a embebigdo (Fig. 6), sugere-se que este hormdnio nao
influencie o processo germinativo em sementes de S. Virgata, uma vez que a taxa
de germinagdo nao é alterada significativamente com a presenca de etileno

exodgeno quando comparado ao controle (Capitulo 2).
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Figura 6. Producao de etileno em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia apés
a embebicdo em agua. Os valores representam a média de trés repeticdes. (médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD a 5%, p=0,05).

Embora muitos trabalhos relacionem a produg¢ao deste horménio durante o
periodo germinativo a quebra da dorméncia e germinagdo, 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 hormonio na germinagao continua controverso.

Alguns autores afirmam que a producdo do etileno € uma consequéncia da
germinagao, enquanto outros sugerem que a producao de etileno seja necessaria
a germinagdo (Abeles et al. 1992, Matilla 2000). Dentre as sementes que
requerem etileno para germinar, algumas s&o extremamente sensiveis enquanto
outras requerem altas quantidades do gas (Esashi 1991, Kepczynski &

Kepczynska 1997, Matilla 2000). Além disso, em alguns casos a presenca deste
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gas inibe ou ndo afeta a germinagao (Kepczynski & Kepczynska 1997, Matilla
2000).

Apdés o periodo germinativo, a quantidade de etileno aumenta
expressivamente, quatro vezes mais (Fig. 6), sugerindo a participagdo deste
horménio durante a degradagdo de reservas, que ocorre no periodo poés-
germinativo. Realmente, através da aplicagdo de etileno exdégeno, pode-se
observar a influéncia deste horménio na atividade da a-galactosidase e,
consequentemente, na degradagdo dos galactomananos (Capitulo 2),
comprovando a participagao deste hormdnio durante o periodo pds-germinativo.

Em sementes embebidas em glucose e sacarose, pode-se observar que,
como no controle, a quantidade de etileno enddégeno foi muito baixa no primeiro e
segundo dias apds a embebi¢cdo, aumentando bruscamente apds a germinagao
(Fig. 7). Ainda como no controle, a producéo de etileno enddégeno nas sementes
embebidas em sacarose foi maior no quarto dia apés a embebi¢cdo, enquanto nas
sementes embebidas em glucose a maior quantidade de horménio foi observada
ao redor do terceiro e quarto dias apds a embebicéo (Fig. 7).

Apesar das semelhancas entre as curvas de producdo de etileno em
sementes embebidas em agua, glucose e sacarose, a presenga de glucose e
sacarose parece ter controlado a producao de etileno, que foi significativamente
menor, quando comparado ao controle, ao longo do processo germinativo e pos-
germinativo (Fig. 7).

Como os agucares reprimiram a producdo de etileno durante e apés a
germinacgao (Fig. 7), sugere-se uma relagao intima entre a via de sinalizagcéo do
etileno e a dos agucares em sementes de S. virgata.

Durante este processo a glucose e a sacarose estariam controlando a
producdo de etileno e, consequentemente, a degradagdo das proteinas de
reserva, a ativagcdo e atividade da a-galactosidase e a degradagdo dos
galactomananos, a fim de evitar a formagao de agucares em excesso e promover
o desenvolvimento inicial da plantula. Sabe-se que a glucose atrasa a degradagao

de reservas (Lu & Hills 2002, To et al. 2002) e inibe o desenvolvimento inicial da
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nova plantula apés a germinacao (Price et al. 2003, Dekkers et al. 2004), assim

como a sacarose (Gibson et al. 2001).
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Figura 7. Producao de etileno em sementes de S. virgata, do primeiro ao quinto dia apés
a embebicdo em agua (controle), glucose (0,05 M) e sacarose (0,025 M). Os valores
representam a média de trés repeticoes. (* = os tratamentos diferem do controle pelo teste
de LSD a 5%, p=0,05).

Em Arabidopsis, ja foi demonstrada uma interagao antagdnica entre as vias
de sinalizagao do etileno e a dos agucares (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt
2001, Leon & Sheen 2003, Yanagisawa et al. 2003, Gagne et al. 2004, Rognoni et
al. 2007). Dentro deste contexto, a glucose antagonizaria a via de sinalizagdo do
etileno por ativar os genes relacionados a biossintese e sinalizagdo do ABA
(Cheng et al. 2002), modulando as respostas ao etileno, de uma maneira
dependente do ABA (Ledn & Sheen 2003). A diminuicdo das respostas ao ABA e
aos agucares é geralmente acompanhada por um aumento na sintese e respostas
ao etileno (Finkelstein & Gibson 2001). Embora seja possivel, também, que a
glucose possa inibir a via de sinalizacdo do etileno diretamente (Rolland et al.
2002).
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O efeito observado da glucose e sacarose em sementes de S. virgata é
possivel desde o primeiro dia apds a embebicao, pois a formagao de agucares nao
ocorre somente no periodo pos-germinativo com a degradagdo dos
galactomananos, mas também durante a germinacéo, através da degradagéo dos
oligossacarideos da série rafindsica (Buckeridge & Dietrich 1996). Sabe-se que
em sementes dessa mesma espécie, além dos galactomananos, outros
compostos de reserva como o0s oligossacarideos da série rafindsica estao
presentes no endosperma, embora no citoplasma das células (Buckeridge &
Dietrich 1996).

Desta forma, sugere-se a influéncia do etileno durante o periodo de
degradacgao das reservas em sementes de S. virgata, modulando a atividade das
enzimas hidroliticas relacionadas ao processo, e uma relagdo entre a via de
sinalizagcdo do etileno e a dos agucares, controlando assim o processo de
degradacao dos galactomananos, evitando a producédo dos agucares redutores e

sacarose em excesso durante o periodo pos-germinativo.

5.3. Niveis enddgenos de glucose e sacarose nas sementes

Analisando os niveis enddégenos de glucose e sacarose nas sementes
embebidas em agua, observou-se que estes agucares estiveram presentes nas
sementes inteiras em quantidades inferiores no primeiro e segundo dias apds a
embebicao, ou seja, durante o periodo germinativo (Fig. 8). Entretanto, durante o
periodo poés-germinativo, a presenga de glucose e sacarose aumentaram
bruscamente, aproximadamente duas e trés vezes mais, respectivamente,
ocorrendo a maior concentragdo dos agucares no quarto dia apdés a embebigao
(Fig. 8). Estas elevadas taxas de glucose e sacarose coincidiram com o segundo
pico encontrado para a producdo de ABA nas sementes embebidas em agua,

glucose e sacarose (Fig 5).
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Figura 8. Niveis enddgenos de glucose (A) e sacarose (B) nos tegumentos isolados e nas
sementes integras de S. virgata, do primeiro ao quinto dia apés a embebi¢cdo em agua. Os
valores representam a média de trés repeticdes. (médias seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre si pelo teste de LSD a 5%, p=0,05).

Quanto aos niveis de glucose e sacarose enddégenos no tegumento isolado,
observou-se que nao houve grandes variagées na quantidade destes agucares ao
longo do periodo germinativo e pds-germinativo, embora as taxas maiores de

glucose e sacarose tenham ocorrido no primeiro dia apds a embebicéo (Fig. 8).
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Estas elevadas taxas de glucose e sacarose encontradas no tegumento
coincidiram com o primeiro pico encontrado para a produgcdo de ABA nas
sementes embebidas em agua e em glucose e sacarose exdgenas (Fig 5). Desta
forma, torna-se possivel, in vivo, a influéncia da glucose e sacarose no controle da
producdo de ABA enddgeno, ja que estes agucares estariam disponiveis nas
sementes durante a produgao deste hormdnio, sugerindo uma relagao intima entre

a via de sinalizagao do ABA e a dos acgucares em sementes de S. virgata.

6. Conclusoes

Com base em resultados obtidos nos Capitulos 1 e 2, sugere-se dois
mecanismos de controle enzimatico no periodo pds-germinativo, quando ocorre a
degradacao dos galactomananos. No primeiro mecanismo de controle, a ativagao
da a-galactosidase pré-formada durante a maturagdo ocorreria através de um
processamento proteolitico, induzido pela via de sinalizagdo do etileno e/ou
reprimido pela do ABA (Fig. 9). Além do controle proteolitico que ocorre no inicio
do periodo pés-germinativo, ocorreria um processo de regulagdo da a-
galactosidase no final do processo de degradagdo dos galactomananos, apos
atividade intensa da a-galactosidase, através também da via de sinalizagdo do
ABA e do etileno. Neste processo, o ABA e o etileno estariam antagonicamente
induzindo e reprimindo, respectivamente, a sintese de novo de proteases, que
seriam responsaveis pela desativagdo da a-galactosidase no final do processo de

degradacgéao dos galactomananos (Fig. 9).
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Figura 9. Modelo esquematico do mecanismo de controle da a-galactosidase no

endosperma de sementes de S. virgata durante e apos a germinacgéao.
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Desta forma, para que a degradacao de reservas ocorra eficientemente em
sementes de S. virgata, seria necessario um balanco ideal entre o etileno e o ABA
durante e ap6s a degradagcdo dos galactomananos. Dentro deste contexto,
sugere-se a existéncia de correlagédo entre a via de sinalizagdo do etileno e a dos
agucares durante e ap6s a germinagao, assim como entre a via de sinalizagao do
ABA e a dos agucares, possivelmente garantindo o afluxo sincrénico de carbono e
nitrogénio para o desenvolvimento do embrido e estabelecimento da pléntula.
Assim, uma complexa rede de regulacao integraria a sinalizagdo de hormdnios e
nutrientes, controlando a ativacdo e a atividade da a-galactosidase, a fim de
controlar o processo de degradacao dos galactomananos, evitando a produgao
dos agucares redutores e da sacarose em excesso durante o periodo pos-

germinativo (Fig. 9).
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DISCUSSAO GERAL

O desenvolvimento das plantas é dependente de sinais internos gerados
pelos hormdnios. Interagdes hormonais, integrados com sinais do ambiente,
resultam em alteracbes fenotipicas, sendo o crescimento e a diferenciacio
resultados de diversas vias de uma rede integrada de sinalizagdo, ndo apenas
envolvendo fatores de crescimento, mas também fatores externos
(Vandenbussche & Van Der Straeten 2007).

Dentro desta interagdo entre os hormbnios, ha a participagdo de
componentes presentes entre as vias de sinalizagdo. Esta conexao pode ser na
base (a produgédo de um hormoénio é influenciado por outro), no meio (uso comum
de um intermediario durante a sinalizagdo), no fim das vias de sinalizagdo (um
gene alvo em comum ou uma agao cooperativa na ativagdo de um processo
subcelular), ou a combinacao destes (Vandenbussche & Van Der Straeten 2007).

De fato, sabe-se que o etileno e o ABA partilham elementos de transdugao
de sinal, e que o etileno regula negativamente o grau de dorméncia por suprimir a
expressao de genes envolvidos na sinalizacdo do ABA (Beaudoin et al. 2000,
Borghetti 2004). Além disso, verificou-se que a quebra de dorméncia por etileno
envolve protedlise seletiva mediada por um complexo multicatalitico proteasoma,
inibida por ABA (Cervantes et al. 1994, Borghetti et al. 2002).

Dessa forma, tanto o silenciamento de genes envolvidos na dorméncia
como a remocao de polipeptideos inibidores da germinagao fazem parte do
processo de remogao da dorméncia em sementes (Borghetti 2004). Por outro lado,
tem sido sugerido que o etileno estimule a germinagdo também através da
inativacdo do ABA (Chiwocha et al. 2005, Vandenbussche & Van Der Straeten
2007).

Realmente, os efeitos do etileno podem ser explicados pelo fato deste
hormonio agir negativamente como um regulador da acédo do ABA, promovendo a
germinagcdo e o desenvolvimento inicial da plantula (Beaudoin et al. 2000,

Ghassemian et al. 2000). Nesse contexto, a via de sinalizacdo do etileno pode
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reprimir parcialmente a biossintese do ABA ou regular negativamente a
sinalizagdo deste hormdnio, diminuindo a sensibilidade ao ABA enddgeno
(Ghassemian 2000, Cheng et al. 2002).

Apesar de nao ter sido diretamente observada, no presente trabalho, a
influéncia do ABA e do etileno sobre a germinagcdo de sementes de Sesbania
virgata, sugere-se a influéncia destes horménios durante a degradacdo de
reservas no periodo pos-germinativo (Capitulo 2). Em sementes de S. virgata, a
mobilizacdo das reservas comega somente quando a germinagao termina, durante
0 processo chamado de pds-germinagao (Tonini et al. 2006).

Desta forma, verificou-se que o etileno apresentou um efeito indutor na
atividade total da o-galactosidase e, possivelmente, como consequéncia, na
degradacgao 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 a-galactosidase, além de retardar a degradacdo das
proteinas de reservas, presentes no citoplasma das células endospérmicas
(Capitulo 2).

Este efeito modulador do ABA sobre a degradacdo das reservas em
sementes de S. virgata ja havia sido observado por Tonini et al. (2006), que
sugeriu uma relacdo de causa e efeito entre o ABA e a agdo das enzimas
hidroliticas. 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 a-galactosidase (Bialecka & Kepczynska 2007).

Sabendo que a produgdo da a-galactosidase ocorre durante a maturagéo
das sementes, e que a enzima pré-formada deve ser processada e ativada,
através de um processo proteolitico, possivelmente modulado através da via de
sinalizagdo de hormoénios (Fig. 6 - Capitulo 1), sugere-se que o etileno esteja
envolvido, no inicio do periodo pos-germinativo, na ativagdo da a-galactosidase
pré-formada. Desta forma, o etileno estaria estimulando a sintese ou ativagao de
proteases pré-formadas relacionadas a ativagdo da a-galactosidase (Fig. 5 -

Capitulo 2). De fato, pode-se observar um aumento nos niveis de teores protéicos
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em presenca do etileno exdgeno, sugerindo-se a influéncia do etileno na sintese
de novo de proteinas no endosperma, que podem ser relacionadas a degradagao
dos galactomananos (Capitulo 2).

No final do processo de degradacdo dos galactomananos foi sugerida,
ainda, a sintese de novo de enzimas relacionadas ao controle da a-galactosidase,
através de sua degradagao ou desativagao, a fim de evitar o excesso de agucares
redutores e sacarose (Fig. 6 - Capitulo 1). Neste contexto, no final do processo de
degradacgao dos galactomananos, no qual ocorre uma grande produgéo de etileno
endogeno, sugere-se que este horménio estaria reprimindo a sintese de novo de
proteases, relacionadas a desativagcdo da a-galactosidase (Fig. 5 - Capitulo 2,
Capitulo 3).

Como em presenga do ABA ocorre um retardamento na degradagao dos
galactomananos, pode-se sugerir um efeito inibidor do ABA, no inicio do periodo
pds-germinativo, sobre a ativagéo da a-galactosidase pré-formada, possivelmente
através do processo proteolitico mencionado acima, ja que o ABA teve efeito
modulador nos teores de proteinas totais, supostamente inibindo a sintese ou a
ativacado de proteases pré-formadas, relacionadas a degradagao das proteinas de
reservas e dos galactomananos (Capitulo 2). Além disto, pode-se sugerir um efeito
indutor do ABA sobre a degradacgéo ou desativagao da a-galactosidase no final do
processo de degradagao dos galactomananos, no qual ocorre grande produgao do
horménio enddgeno, possivelmente através da indugcéo da sintese de novo de
proteases no final do processo, modulando assim a atividade da enzima (Fig. 5 -
Capitulo 2, Capitulo 3).

Como estes hormdnios agem de forma antagdnica sobre a atividade da a-
galactosidase, um balango ideal entre o etileno e o ABA permite que a degradacao
de reservas ocorra eficientemente em sementes de S. virgata. Neste processo, o
ABA e o etileno estariam regulando a atividade de proteases, que seriam
responsaveis pela ativagdo da o-galactosidase no inicio do processo pos-

germinativo e pela desativagdo da enzima no final do processo de degradagao dos
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galactomananos, a fim de evitar o excesso de agucares redutores no tecido e a
producao de sacarose (Fig. 5 - Capitulo 2).

Além dos hormoénios, agucares como glucose e sacarose tém uma fungao
essencial no metabolismo das plantas (Smeekens 2000). Desta forma, diferentes
organismos desenvolveram a habilidade de “sentir” niveis internos de agucares
(sensibilidade ao agucar), consequentemente ajustando suas atividades
metabdlicas e celulares, através da via de sinalizagdo dos acgucares (Price et al.
2003, Rognoni et al. 2007). Dentro deste contexto, além do papel metabdlico, os
agucares teriam uma fungdo parecida com a dos horménios (Smeekens 2000,
Ledn & Sheen 2003, Rolland et al. 2006, Dekkers et al. 2008).

Embora ja tenha sido demonstrado que os agucares agem como moléculas
sinalizadoras, pouco se sabe sobre 0os mecanismos pelo quais as plantas
respondem a estes (Rognoni et al. 2007). Aspectos fisiologicos, bioquimicos e
moleculares tém sido utilizados para estudar as respostas das plantas aos
agucares (Smeekens 2000, Rolland et al. 2002) e algumas das estratégias
genéticas aplicadas sdo baseadas no efeito inibitério dos agucares sobre o
desenvolvimento pds-germinativo de Arabidopsis thaliana.

O atraso no desenvolvimento da plantula causado pelos altos niveis de
agucares pode ser visto como uma regressao do metabolismo, o qual cessa a
mobilizacdo de reservas das sementes (Gazzarrini & McCurt 2001, Rook et al.
2001). De fato, sabe-se que a glucose pode retardar a degradagao das reservas
nas sementes (Lu & Hills 2002, To et al. 2002).

Porém, a via de sinalizagdo dos agucares nao opera isoladamente, mas é
parte de uma rede de regulagdo celular. Recentes estudos claramente
demonstram uma interagao entre sistemas de sinalizagao, especialmente entre
agucares e fitohormdnios (Smeekens 2000).

Tem sido sugerido que entre os fitohormbnios, o ABA é o de maior
importancia para a resposta das plantas aos acgucares (Rognoni et al. 2007).

Dentro deste contexto, as respostas aos agucares seriam diretamente mediadas
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pelo ABA, pela via de indugédo da sua biossintese e pela ativagéo de alguns genes
de sinalizagao do ABA (Arenas-Huertero et al. 2000, Chen et al. 2006).

No presente trabalho, a presengca de glucose parece ter induzido a
producado de ABA durante o periodo germinativo e, inclusive, no inicio do periodo
pos-germinativo em sementes de S. virgata (Capitulo 3). Esse aumento pode ser
relacionado a indugdo, causada pelos acgucares, da biossintese do ABA
mencionada acima (Arenas-Huertero et al. 2000, Cheng et al. 2002, Leon & Sheen
2003, Chen et al. 2006, Dekkers & Smeekens 2007) e ndo a um atraso no declinio
da concentragcdo de ABA enddgeno decorrente da adicdo de agucares, como
sugerido por Price et al. (2003).

Desta forma, como a glucose induziu a produgédo de ABA durante e apos a
germinagao, sugere-se a existéncia de uma correlagdo entre a via de sinalizagao
do ABA e a dos agucares, mais especificamente da glucose, em sementes de S.
virgata. Durante este processo, a glucose estaria controlando a producéo de ABA
e, consequentemente, a degradagcdo das proteinas de reserva e dos
galactomananos, através da regulagdo da ativagao e atividade da a-galactosidase
(Fig. 9 - Capitulo 3).

No caso do etileno, acredita-se que este horménio interage com a via de
sinalizagdo dos acgucares, porém antagonicamente, controlando o
desenvolvimento da plantula (Zhou et al. 1998, Gazzarrini & McCourt 2001,
Rognoni et al. 2007). Dentre deste contexto, a glucose antagoniza a via de
sinalizagao do etileno por ativar os genes relacionados a biossintese e sinalizagao
do ABA (Cheng et al. 2002), modulando as respostas ao etileno, de uma maneira
dependente do ABA (Ledn & Sheen 2003). De fato, a diminuigdo das respostas ao
ABA e aos agucares é geralmente acompanhada por um aumento na sintese e
respostas ao etileno (Finkelstein & Gibson 2001). Porém, é possivel também que a
glucose possa inibir a via de sinalizacdo do etileno diretamente (Rolland et al.
2002).

De fato, os agucares reprimiram a producao de etileno durante e apds a

germinacdo em sementes de S. virgata, sugerindo também uma relagdo entre a
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via de sinalizacdo do etileno e a dos agucares nesta espécie. Durante este
processo a glucose e a sacarose estariam controlando a produgéo de etileno e,
consequentemente, a ativagao e atividade da a-galactosidase e a degradagao dos
galactomananos (Fig. 9 - Capitulo 3).

Além disso, como elevadas taxas de glucose e sacarose foram encontradas
durante a producédo de ABA e etileno, torna-se possivel, in vivo, a influéncia dos
agucares no controle da produgao destes hormdnios, ja que a glucose e a
sacarose estariam disponiveis nas sementes durante todo o processo (Capitulo 3).

Concluindo, sugere-se a influéncia do ABA e do etileno durante o periodo
de degradacdo das reservas em sementes de S. virgata, possivelmente
controlando a atividade das enzimas hidroliticas relacionadas ao processo, e uma
relacdo possivelmente direta entre a via de sinalizagdo destes horménios e a dos
agucares, a fim de controlar o processo de degradagcdo dos galactomananos,
evitando a producdo dos agucares redutores e sacarose em excesso durante o
periodo pds-germinativo, promovendo o desenvolvimento inicial da plantula (Fig. 9
- Capitulo 3). Ainda, como estes hormdnios estariam envolvidos também no
controle do processo de degradagao das proteinas de reservas, sugere-se que a
mobilizacdo de reservas de carbono (galactomananos) no endosperma de
sementes de S. virgata deve estar relacionada a mobilizagdo das reservas de
nitrogénio (proteinas) no mesmo tecido, possivelmente garantindo o afluxo
sincrénico de compostos carreadores dos dois macronutrientes (C e N) para o

desenvolvimento do embrido e estabelecimento da pléantula (Fig. 5 - Capitulo 2).
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