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RESUMO

Galactomananos s&o polissacarideos de reserva da parede celular,
compostos por uma cadeia principal de manoses §-(1-—4), com ramificacdes
simples de galactose, ligadas o-(1-+8) & cadeia principal. 880 compostos tipicos
de semenies em espécies da familia Leguminosae e os estudos feiins aié o
momento indicam gue este seja uma molécula bifuncional, exercendo um pape! no
controle da embebi¢do no inicio da germinacio e posteriormente servindo como
reserva de carbono para o crescimento inicial da plniula. As sementes de
Seshania marginata (Leguminosae-Faboideae) acumulam galactomanano no
endosperma (21% da massa de matéria seca da semente), o qual &
completamente degradado apds a germinagdo, por acdo de trés enzimas: o-
galactosidase, endo-B-mananase, e exo-B-mananase (ou B-manosidase). Os
produtos da degradacdo sio transferidos para os cotilédones e eixo embrionario
am crescimento, acumulando amide, que € posteriormente degradado ac longo
do crescimento da pléniula. No presente trabaliho foi verificade que o acido
abscisico (ABA 10™*M) é capaz de retardar a germinacdo das sementes de
S.marginata e inibir significativamente o© crescimentc do embridc. O
acompanhamento das variagbes das massas fresca e seca mostrou que o ABA
tem um efeito transitério na massa seca, apresentando um efeito drastico no
ganho de massa fresca, sugerindo que sua agdo seja na absorgio de agua pelo
embrido em crescimento. Um efeito parcial do ABA foi verificado sobre a
degradagéo do galactomanano, sendo este efeitc também caracterizado pela
inibicdo do aumento na atividade de uma das enzimas de degradagdo, a -
galactosidase. Em experimentos em que o ABA foi aplicado antes e/ou depois da
protrusdo da radicula {(que sinaliza o inicio da degradacdo do galactomanano) foi
verificado que o horménio tem efeito sobre a degradacdo do galactomanano
principalmente quando aplicado antes da protus&o da radicula ou durante as 144h
do experimento e menor quando aplicado depois da protusdo da radicula. Os
efeitos sobre 2z massa fresca do embrido foram idénticos em intensidade aos
observados para o endosperma. No entanto, ndo houve efeito sobre a massa seca
do embrido. Quando endosperma e embriao foram isolados e tratados de forma
similar, observou-se efeito do ABA sobre a degradacado do galactomanano nas
condigdes experimentais, mas sobre massa fresca do embrido o efeito sé foi
verificado guando ¢ ABA foi mantido durante 144h e ndo houve qualquer efeifo
sobre a massa seca. Como ocorreu uma grande diferenca em massa do embrido,
quando o endosperma foi retirado, conclui-se que o galactomanano funciona mais
como uma reserva de agua que de carbono para 0 embrido e gue o efeito do ABA
parece ser principalmente na degradacao do galactomanano, com consequéncias
para o embrido. Assim, o ABA atua mais como um modulador gue como inibidor
do processo de degradacio de reservas e seu aproveitamento pelo embrigc em
crescimento.




INTRODUCAO

SEMENTES

As sementes surgiram ao longo da evolugBo como uma estratégia de
perpetuac&o de novos individuos. Sua forma e composicio quimica variam em
diferentes especies, de acordo com a estratégia de perpetuacdo e com o
estabelecimento da plantula. Estas variacBes podem estar, por exemplo, na
resisténcia e permeabilidade da testa, na guantidade, no tipo e na localizacdo do
material de reserva, assim como no grau de desenvolvimento do embriao (Mayer
& Poliakoff-Mayber, 1975).

A semente, contendo 0 embrido como uma nova planta em miniatura, esta
estrutural e fisiologicamente equipada para desempenhar o seu papel como uma
unidade de dispersao e provida com reserva alimentar para sustentar o
crescimento da plantula até que esta se estabeleca como um organismo
autotrofico (Bewley, 1997). Sob condicbes satisfatorias de temperatura, umidade,
luz e gases, a semente reiniciara seu metabolismo e o embrido ird se desenvolver
a uma velocidade diretamente dependente destas interelacbes com suas
estruiuras acessorias (endosperma, colilédones, casca, efc). Uma semente
durante a germinacdo estéd mais suscetivel € exigente em seu microambiente que
uma planta adulta. Para um cicio de vida se completar, a semente deve apresentar
adaptagbes que a capacitem evitar quaisquer condi¢cbes adversas e dar suporte
para que o embrido possa se desenvolver em uma planta adulta bem estabelecida

em relacdo ao meio ambiente e sua variaveis.
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GERMINACAO

Por definicac a germinacéce incorpora agueles eventos gue comegam com a
tomada de agua pela semente guiescente e termina com alongamento do eixo
embrionario (Bewley & Black, 1994). C sinal visivel de gue a germinacéo estd
completa € a prolruséo da radicula nas estruturas que circundam o embrido.
Eventos subsequentes, incluindo & mobilizagdo das reservas estocadas, estdc

associados com o crescimento da planiula.
Embebicio

A absorcdo de agua pela maioria das semenies quiescentes maduras é
trifasica. A fase | comega com uma rapida fomada inicial e compreende um
processo fisico onde estio atuando as forcas matriciais, conferidas pelas paredes
celulares e pelos conteGidos celulares das sementes, entre os quais figuram
principalmente os componentes de reserva. Sendo assim, esta fase independe da
semente estar viva. Em seguida ocorre um periodo de laténcia, que corresponde a
fase I, durante a qual ocorrem diversos processos metabolicos. A fase 1l
corresponde ao alongamento do eixo embrionario que se inicia logo apds a
protruséo da radicula com um novo processo de embebigso.

A entrada de agua durante a embebicdo ¢ suficiente para a retomada das
atividades metabdlicas. A renovacao ou substituicdo de componentes ocorre apds
muitas horas, quando o estado metabdlico esta totalmente ativado. E comumente
assumido que as enzimas responsaveis pela retomada inicial da atividade
metabdlica estejam presentes dentro da semente, tendo sobrevivido, pelo menos
parciaimente, a fase de dessecacdo que termina na maturacdo da semente
(Bewley, 1997).

Assim, uma das primeiras mudancas apds a embebicdo € a retomada da
atividade respiratoria, a qual pode ser detectada dentro de minutos. Apds a etapa
inicial de aumenio no consumo de oxigénio, a taxa decling até a radicula

atravessar as estruturas da testa (Botha ef al, 18992, Bewley & Black, 1994). Neste
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sentido, a ativacac das enzimas do ciclo de Krebs e das proteinas da cadeia
transportadora de elétrons nas mitoctndrias, resultam em um aumentc da
producdo de AT,

Extensio da radicula

A extensao da radicula, atravessando a testa, marca o fim da germinacéo e
o inicio do crescimento da pléntula. Este € um processo que envolve a
turgescéncia celular € requer a produgio de paredes celulares nas células do eixo
da radicula (Cosgrove, 1997), Acredita-se que ha trés possibilidades para o inicio
do crescimento da radicuia. A primeira € que, durante a germinacéo, o potencial
osmético das celulas da radicula fica mais negativo por causa do actmulo de
substancias osmdticamente ativas, como um resultade da hidrélise de reservas
presentes dentro de suas células. A diminuicdo do potencial osmético pode
aumentar a absorgéc e ¢ aumento de turgor resultante pode dirigir a expansao
celular (Welbaum & Bradford, 1990; Bradford, 1995).

A segunda possibilidade é que a extensibilidade das paredes das células da
radicula permite seu alongamento. Eniretanto, os mecanismos pelos quais a
radicula comega a ficar mais extensivel diferem dagueles de outros tecidos e séc
ainda desconhecidos. O afrouxamento da parede celular possivelmente resultaria
da quebra e unido de moléculas de xiloglucano, adjacentes as microfibrilas de
celulose, as quais poderiam permitir a expansdo pela separacéo das microfibrilas
(Wu et al., 1994).

A terceira possibilidade € que os tecidos da semente gue circundam a
radicula facilitem o alongamentc da mesma. Como o crescimento da radicula &
axial, o potencial de turgor & suficiente para dirigir seu alongamento em sementes
cujas células nao estédo fisicamente constritas pelas estruturas circundantes. £ o
gue acontece, por exemplo, em sementes de uva, onde 0 rompimento da testa
durante a embebicéo se da apenas pela rigidez das paredes celulares da radicuia

{(Schopfer & Placy, 1985). A produgac de novas paredes celulares duranie os
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estagics iniciais do alongamento da radicula diminui o potencial de turgor da
célula. No entanto, em outras semenies, o potencial de turger isoladamente é
insuficiente para dirigir 2 exiens@o da parede e ha uma forte consiricdo do
grescimento das celulas da radicula pelas estruturas circundantes.

Em alface, tabaco e tomate, o endosperma € uma estrutura constritora; ja
em mel@oc é o perisperma. A redugdo da resisténcia destas estruluras € necessaria
nara a germinaclo ser completada. Resultados obtidos por diferentes autores tém
mostrado um declinio na resisténcia mecénica de estruturas que cobrem a ponta
da raiz do embrigo durante a emergéncia da radicula no endosperma de sementes
de pepinc (Watkins & Cantliffe, 1983) e no perisperma de sementes de meldo
(Welbaum ef al, 1985). Esta queda de resisténcia deve-se 2 acfo das hidrolases
de parede celular, como as hemicelulases, produzidas no préprio endosperma.

Na germinacéo de cultivares selvagens de tomate, a diminuicdo da forga
de perfuracéo requerida pela radicula para penetrar na parede celular rica em
mananos termn sido atribuida & endo-B-mananase, uma enzima produzida dentro do
endosperma durante a emergéncia da radicula {Groot ef al, 1988). A enzima &
sintetizada primeiramente na regi&o micropilar e mais tarde, apds a germinacao,
no resto do endosperma. Cada regido produz diferentes isoformas (Nonogaki &
Morohashi, 1996; Toorop ef al. 1996; Voigt & Bewley, 1996). Assim, num mesmo
tecido, devem haver isoformas da enzima relacionadas com a germinacéo e
outras isoformas associadas com a mobilizagdo das reservas da parede celular

apo6s a germinagac.

COMPONENTES DE RESERVA

Além dos constituintes quimicos normalmente encontrados em tecidos de
plantas, as sementes contém outras substéncias como carboidratos, proteinas e
lipideos que sao estocadas para suportar o0s primeiros estdgios do
desenvolvimentc da planiula. Antes do estabelecimento da atividade
fotossintética, o embrido em desenvolvimenic é completamente dependente das

reservas contidas no endosperma ou nos cotiledones.
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Embora muitos tecidos de sementes tals como © perisperma e © eixo
embrionério possam ser adaptados como fecido de reserva, o endosperma (fecido
extra-embrionario) e o cotilédone (parte do embrido) s&o os principais 0rgéos que
exercem esta funcdo em sementes de Angicspermas. (Bryant, 1985, Bewiey &
Black, 1994; Maver, 1989 citado por Buckeridge & Reid, 1986). Em fenogrego
(Trigonella foenum-gragcum), por exemplo, o endosperma & uma fonte de reserva
de carboidratos (galaclomananos) mas o0s colilédones contém proteinas e
lipideos. Alguns endospermas contém principalmente lipideos e proteinas como

reserva mas a maioria tem se especializado em armazenar carboidratos.

Carboldratos

Em alguns grupos vegetais os carboidratos compreendem a maior reserva
esiccada em sementes. Eles estdo divididos em trés classes: sacarose & seus
derivados, amido e 0s polissacarideos de reserva de parede celular (Halmer,
1985).

A sacarose € 0 dissacarideo mais abundante no reino vegetal (Dey, 1980;
Avigad, 1982). E o principal produto da fotossintese e a forma pela qual o carbono
é translocado em planias, sendo também o agicar predominaniemente utilizado
como reserva. Além disso, este dissacarideo & precursor da sintese de oligo e
polissacarideos mais complexos, como os oligossacarideos da série rafinosica
gue ccorrem tante no endosperma como no embrifo de leguminosas e sao
degradados durante a germinagdo (Reid, 1971; Buckeridge ef al, 1985°%
Buckeridge & Dietrich, 1996).

O amido esta presente em sementes maduras e localizado em orgdos de
reserva especializados, como o endosperma de cereais e cotiiédones de
leguminosas. Sua utilizagdo promove uma fonte de agucares utilizados pelo

embrido nos primeiros estagios do desenvoivimento (Bewley & Biack, 1992).




POLISSACARIDEOS DE RESERVA DE PAREDE CELULAR

Em sementes de Leguminosas, enitre as principais reservas estdc 0s
polissacaridecs de parede celular, que s8o utiizados no periodo de
esiabelecimento da plantula (Reid, 1985).

Ha trés grupos principais de polissacarideos de reserva de parede celular:
os arabinogalaclanos, os xiloglucanos & 0s mananos, esies Gditimos sendo
compostos de mananos puros € galactomananos.

Os arabinogalactanos s&o compostos de residuos de galactose e arabinose
com quantidades menocres de &cido galacturénico. Uma espécie bem estudada e
que armazena arabinogalactanc em seus cotilédones € Lupinus angustifolius
(Buckeridge & Reid, 1986),

Os xiloglucanos possuem uma cadeia principal do tipo celuldésica com
glucoses B-(1—4), a gual & ramificada por unidades de a-xilose que ainda podem
ser ramificados por residucs de B-galactose. Dentre as espécies que acumulam
xiloglucano podemos citar Tropaelum majus, Tamarindus indica e Copaifera
langsdorffii (Buckeridge ef al., 1992).

Os mananos sao polissacarideos baseados numa cadeia principal de
residuos de manose B-(1—4) ligados, onde algumas moléculas podem ser
substituidas por residuos de glucose e galactose. Existem mananos puros,
cristalinos, encontrados em Palmae (Bewley & Reid, 1985) e os galactomananos
com numerosas substituicdes de galactose, encontrados em sementes de

fenogrego, carob e guar.

GALACTOMANANOS

Os galactomananos sf@io polissacarideos de reserva caracteristicos de
semenies endospérmicas periencentes a familia Leguminosae e s&o classificados
como gomas originarias de sementes. 380 soliveis em agua e formam dispersfes

viscosas e estaveis (Neukom, 1888},
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Sua estrulura basica € constifuida de uma cadeia principal formada por
residuos  de D-manose unidos entre si por ligagdes B-(1—4). Ao esgueleto
principal, unem-se residucs de D-galactose, através de ligagbes o-(1-6)
formando ramificactes simples (Moe ef al, 1947, Unrau, 1961, Somme, 1968,
Manzi & Cerezo, 1984). 580 macromoléculas com miultipias funcdes. No inicio da
germinacdo, © polimero auxilia na embebicdo de dgua e subseguentemente
protege o embrido em crescimento contra periodos de estresse hidrico,
funcionando assim como um “tampZo” de agua. Isto ocorre através das
ramificacbes altamente hidrofilicas que levam & absor¢ao de altas quantidades de
agua na estrutura gue envoive o embrido. Apds a germinac8o o galactomanano €
mobilizado, servindo como substrato de reserva durante o desenvolvimento da
piantula (Reid, 1985).

Sementes de leguminosas contendo galaciomananos variam em muitos
detalhes importantes, como a presenga ou auséncia da camada de aleuronaz, de
células endospérmicas vivas ou ndo e dos mecanismos de degradacdo do
galactomanano. Tais caracteristicas podem ser usadas como ferramentas para a
compreensao da taxonomia e evoiugdo das leguminosas bem como dos
mecanismos adapiativos de algumas espécies de leguminosas ac ambiente
(Buckeridge et al, 1995%),

Em leguminosas a razdo manose:galactose, ou seja, a distribuicdo de
residuos de galactose ac longo da cadeia principal de mananos, varia de espécie
para espécie. Neste sentido, as trés subfamilias de leguminosas
(Caesalpinioideae, Mimosocideae e Faboideae) podem ser razoavelmente
distinguidas pela razdc manose:galactose de seu galactomananc. Em espécies
consideradas mais primitivas (Leguminosae-Caesalpinioideae) a razdo varia de 3
a 5,1:1 enquanto que em espécies consideradas mais recentes (Leguminosae-
Faboideae) a razdo meédia é de 1,1:1 (Davis et al., 1994). Buckeridge et al. 1995°
examinaram diversas espécies de Mimosoideae e verificaram que as razdes
manose:galactose estavam em itomo de 2:1, ou seja, intermedidrias entre as
putras duas subfamilias, que representam os exiremos evolutives da familia

Leguminosae.
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Em sementes de Trigonella foenum-graecum (fenogrego) verificou-se que
os galactomananos se formam nos vaclolos citoplasmaticos e durante a
maturacdo séo depositados até o preenchimenio total das paredes celulares do
endosperma. Apés a germminacgo das sementes, esles desaparscem
completamente e paralelamente ocorre aumento de amido nos cotilédones
(Nadelman, 1880 citado por Reid, 1985). A mobilizacdo do endosperma se da
inicialmente na regido proxima 2 casca, junto & camada de aleurona, dirigindo-se
posteriormente a regiao do embrido (Reid, 1971).

A degradacado desse polimerc vem sendo abordada dos pontos de vista
morfologico, fisioldgico e bioguimico. Reid (1985) apontou a camada de aleurona
como a provavel responsavel pela producBo das enzimas hidroliticas capazes de

digerir o galactomananc presente no endosperma.

CONTROLE DA MOBILIZACAO DE GALACTOMANANO DURANTE

A GERMINACAO

A mobilizagdo do galactomanano em sementes de leguminosas
endospérmicas € bem conhecida para algumas espécies (Reid 1885, Buckeridge
& Reid, 1996). Ela é mediada por irés enzimas hidroliticas: a-galactosidase, endo-
B-mananase € f-manosidase. Em fenogrego, as duas primeiras s&o produzidas
pela camada de aleurona do endosperma e secretadas no tecido de reserva,
contendc galactomanano. A presenga destas trés enzimas parece ser uma
caracteristica geral em sementes de leguminosas endospérmicas, as guais
contém galactomanano. kstas enzimas agem em conjunto, promovendo a

degradacdo compieta do galactomanano (Reid & Meier 1972, McCleary 1983,
Buckeridge et al. 1995% , Buckeridge & Dietrich 1996).

No entanto, a regulagdo da mobilizacao do galactomanano nao é tao
conhecida. Um dos modelos bem estudados € o de Trigonella foenun-graecum

(fenogrego). O controle da hidrolise do galactomanane no endosperma pelo




embriao foi primeiramente demonstrado em fenogrego por Spyropoulos e Reid em
1985. Nestas sementes a hidrolise do galaciomanano € evidenciada pela
diminuicBo do peso seco do endosperma (mais casca) e aumenio na atividade da
a-galactosidase em homogenaios do endosperma. Estes autores constataram
inicio de atividade da c-galactosidase ao redor de 20 horas apés embebicéo,
sendo que esta atividade atinglu seu maximo em 48 horas. Neste tempo, a massa
seco do endosperma mais casca i havia diminuide, tornando-se constante. Esses
autores relataram que endospermas isolados apés 5 horas de embebicio
mostravam uma acentuada inibigdo da degradacédo do galactomanano, sendo que,
quanto menor o volume do liquido de embebicao, maior seria a inibicdo. Quando
os endospermas foram lavados em agua por 2 horas, o efeifo foi eliminado e pbde
ser revertido, incubando-se 0s endospermas lavados, no liguide de lavagem.
Quando os endospermas foram isclados apés o inicic da degradacdo do
galactomanano (25 horas apds ¢ inicio da embebicéo), ndo houve mais inibicdo.
Todos estes resultados ievaram os auiores a concluir que: 1) deve haver um
inibidor da degradacao do galactomanano do endosperma logo apds a embebicdo;
2) que este inibidor provavelmente age na sintese de enzimas na camada de
aleurona: 3) que este & lixiviado do endosperma recem-embebido e gue 25 horas
apbs a embebigao o inibidor ndo mais esta presente ou € inefetivo.

Em sementes de S. marginata, foi detectada a presenca, alem do
galactomanano, de carboidratos da série rafindsica, tanto no endosperma como no
embrido. A degradacdo completa desses aglicares ocorreu por volta do 3° dia de
embebicao e foi sugerido que estejam relacichados ac processo de germinagao. O
galactomanano, presente no endosperma, é completamente degradado a partir do
3° dia de embebicdo (quandc 100% das sementes estdo germinadas), fornecendo
manose e galactose livres que sao utilizadas pelo embrigdo como fonte energética
para o crescimento (Buckeridge & Dietrich, 1996). Em fenogrego, o embrigo é
responsavel pela remogao dos produtos finais da quebra do galactomanano no

endosperma, ou sejfa, galactose e manose (Zambou & Spyropoulos, 1990).
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O aumento da atividade hidrolitica total corresponde ac periodo em gue
houve diminui¢do no contetido de galactomananoc das sementes de S. marginata,
uma vez gue as variagbes da massa seca do endosperma correspondem
principaimente as variagdes no conteudo de galactomananos.

Os mecanismos que controlam a atividade dessas enzimas hidroliticas sdo
desconhecidos e consiituem, provavelmente, ¢ principal modo de conirole do
processo de degradacac dos galactomananos de parede celular (Spyropoulos &
Reid, 1985).

Zambou ef. al. {1993) apontaram as saponinas como possiveis candidatas
a ocuparem © papel de inibidor da degradacao do galactomanano em sementes
de Trigonella foenum-grascum L.

Ha também indicacbes de que o acido abscisico (ABA) pode estar
envolvido na degradacado de materiais de reserva durante a germinacgdo de
sementes, atuando através da inibicdo da sintese de enzimas relacionadas a este
processo, tais como c-amilase em cereais (Higgins ef al. 1982; Oishi & Bewley
1990; Black, 1291) e mananase em sementes de Trigonella foenum-graecum L.
(Malek & Bewiey, 1891). Quando aplicado externamente inibe a quebra do
galactomanano em endospermas de Trigonella foenum-graecum (Reid & Meier
1973). Le Page-Degivry & Garelio (1973) detectou o ABA endogeno sendo
lixiviado para fora (710ug/semente) no meio de incubacgdo antes da germinacéc
ocorrer em Taxus baccala e demonstraram que a aplicacdo exdgena inibia o
crescimento do embrido.

Assim, desde cedo tem-se notado o efeito ABA em varios processos. Hoje
estd claro gue sementes em desenvolvimento raramente germinam e quando a2
germinacdo precoce ocorre, esta € associada as deficiéncias na sintese ou na
sensibilidade ao acido abscisico (Black, 1991; Hilhost, 1995; Karssen, 1995). ©
acumulo de ABA em semenies em desenvolvimento € baixo durante os primeiros
estagios, maior no meio do desenvolvimento, quando as reservas estocadas
estao sendo sintetizadas, e declina guando a semente termina a maturacao.

Halmer & Bewley (1979}, trabalhandc com sementes de alface, demontrou

a existéncia de um inibidor que deveria ser lixiviado para fora do endosperma
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antes que a producio de mananase pudesse ocorrer. Quando endospermas
isolados eram incubados num pequeno volume de agua, a produgdo da enzima
nao foi detectada, &, apds varias lavagens seguidas, a producéo fol iéfberada. Esse
liquide de lavagem aplicado em outros endospermas, ainda gue incubados num
grande volume, iniblam a produgdc da enzima. No mesmo trabalho, ele aplicou o
ABA exdgeno (10*M) e demonstrou resultados semelhantes ao observado com o
inibidor presente no liquido de lavagem.

Dulson ef al. (1988, também f{rabaihandc com alface, obtiveram os
mesmos resultados, mostrando a presenca do inibidor e sua semelhanca no modo
de acio com o ABA. Esses autores gcrescentaram dados relevantes, detectando
a presenca deste hormdnio no meio de incubacdo dos endospermas,
possiveimente o ABA endbgeno que foi lixiviado. Os aulores também observaram
que o efeito inibitoric ocorreu antes da germinag@o, uma vez que eles nao
detectaram o ABA no meio de incubacdo, no caso de sementes infactas gue
germinaram.

Qutro modelo bem estudado é o tomate. O acido abscisico inibiu a
germinacdo de sementes de tomate e o acide giberelico (GA3) promoveu (Groot &
Karssen 1992, Ni & Bradford 1993). Em sementes de tomate, o embrido esta
embebido num endosperma rigido. Neste tipo de semente, a porgcdo micropilar do
endosperma, a qual circunda a ponta da radicula, apresenta uma barreira
mecanica para a protrusdo desta, exercendo um efeito inibitbrio sobre a
germinacao. Groot & Karssen (1987) demostraram gue o enfraguecimento do
endosperma facilifou a germinacdo em sementes de tomate. Como a parede
celular do endosperma de fomate € rica em galactomanano, seu enfraquecimento
se da pela acéc de enzimas que o hidrolisam. Groot ef al. {(1988) detectaram a
atividade destas enzimas um dia antes da germinacéo, e esta atividade esteve
concentrada exclusivamente na porcao do endosperma proxima ao local de
emergéncia da radicula. O ABA 10™*M néo s6 inibiu a germinacéo mas também o
desenvolvimentic da atividade da enzima.

A resisténcia mecanica ndc € ¢ uUnico fator que afeta a germinacéo da

semente. O potencial de crescimento do embrio (radicula) € oufro fator. Em
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sementes de alface o aumento do potencial de crescimento do embrifio, resultante
do acamulo de solutos ou de um aumenio da extensibilidade da parede (Carpita of
al. 1879), € o principal fator na germinacdo. Hé um balango na resisténcia
mecanica do endosperma e o polencial de crescimento do embrido. No frabalho
de Groot ef al. (1288) comentado acima, o ABA também diminui o potencial de
crescimento do embrido e apesar da diminuicio ndc ser considerada suficiente
para evitar a protrusdo da radicula, 2 remocdo da resisténcla mecéanica do
endosperma nas semenies fratadas com ¢ ABA evilou o alongamento do eixo
embrignario.

Hilhorst & Downie (1898), trabalhando com mutantes de tomate deficientes
em ABA, demonsiraram s capacidade deste horménic de previnir a germinacao.
Estes autores notaram uma caracteristica secundaria interessante: muiantes
deficientes em ABA apresentavam uma testa mais fina, sendo que isto contribuia
para a germinagao mais rapida nas sementes deficientes.

A degradacéc e o enfraguecimento do endosperma adjacente 2 ponta da
radicula precedem a protruséo da radicula em sementes de pimenta (Capsicum
annum L.} (Watkins ef al. 1985), em espécies de Datura (Sanchez ef al. 1990),
meigo (Weibaum ef al. 1985}, mutanies deficientes em ABA de tomate (Groot et al.
1988) e tabaco (Leubner-Metzger ef al. 1995, 1896).

O desenvolvimento da atividade da endo-mananase, em tomate, foi
localizado no endosperma anies da emergéncia da radicula e a atividade desta
enzima foi inibida por ABA, prevenindo a germinacdo (Nomaguchi et a/. 1995,
Leviatov et al., 1995, Nonogaki & Morohashi, 1996.)

Dahal ef al. (1997) obtiveram os mesmos resultados e ainda puderam
complementar, demonstrando que a atividade de endo-B-D-mananase, localizada
no endosperma (proximo a ponta da radicula) aumenta paralelamente com a
porcentagem de germinagao. Entretanto, quando sementes de tomate incubadas
em ABA sao transferidas para agua, a atividade da mananase permanece muito
baixa, mas a germinagéc ocorre rapidamente. Segundo Dahal ef a/ (1997), o ABA
pode previnir © enfraguecimento do endosperma, na auséncia do embrido, mas

nae inibe diretamente o acumulo inicial de mananase. A emergéncia da radicula
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pode ocorrer Sem gue ocofra um novo aumento na atividade de mananase. E
possivel que a agdo dessa enzima seja requerida somente por um pericdo inicial e
outros falores entdo comecgam a limitar a germinacdo, como o potencial de
crescimanto do embriao (Toorop ef a/. 1996, Still & Bradford, 1997).

A auséncia de ABA durante o desenvolvimento de sementes de tomate
altera as relagtes hidricas da semente, contribuindo assim para a prevencéo da
germinacao precoce (Liu ef al. 1897).

Alguns trabalhos divergem quanto ao efeitc do ABA na mobilizacdo das
reservas. Sementes de grao de bico (Cicer arielitivum) contém alto nivel de ABA e
o pico coincide com ¢ aumento do peso fresco e alongamento do eixo embrionario
{iglesias & Balbiano, 1997). kste trabalho confirma a hipdiese de Berry & Bewley
(1991} de gque © potencial osmdtico, entre o endosperma e o embrido, é muito
mais importante na regulacdo da germinagdo do que o ABA. Resultados
semelhantes com cevada e arroz foram obtidos respectivamente por Yamada
(1984) e Qin (1990). Em gréo de bico a diminuigo de ABA ocorre apds a etapa de
germinagao e um aumento tardio coincide justamente com o alongamento do eixo
embrionaric.

Giorgini & Comoli (1996) demonstraram que a mobilizacdo de
galactomanano na semente de Coffea arabica € um fendmeno essenciaimente
pos-germinative que pode estar sob o estrito controle do embrido. A endo-f-
mananase sO € detectada apbs a emergéncia da radicula, aumentando da
extremidade micropilar para a extremidade oposta da semente correlacionada com
o crescimento dos cotilédones. Endospermas isolados ndc apresentam atividade
da enzima mostrando que o seu controle é feito pelo eixc embrionaric. O ABA
inibe completamente a atividade da enzima e o crescimento do embrizo.

Visser ef al. (1996) mostraram que a germinacdc de grdos de cevada
requer um aumento na capacidade do ABA de se difundir para fora do embrido,
uma reducdo na sensibilidade do embrido e/ou inibicdo da sintese de ABA de
novo e ainda um aumenio na habilidade de degradar o ABA exiracelular. Neste
trabalho, a redu¢do do nivel do hormonio, no embridoe, foi acompanhada pelo

aumento deste nc meio de incubacgio. Esse alto nivel no meip de incubacio cai
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rapidamente (enquanto que o nivel no embride permanece baixo} num periodo
gue corresponde aos primeiros estagios de germinagao. isto sugere que a agéo
nibitéria ocorre fora do embrido, sendo que, um sitio de percepgdo do ABA pode
ssiar localizado na superficie da célula.

A inibicBc por acido abscisico é gradual, dependente da dose e nao
desaparece apds a germinagdo, prevenindc a degradacéo das proteinas de
reserva em Arabidopsis thaliana. Ele causa aprecidveis alteragfes no metabolismo
energético do nitrogénic e também parece que inibe a germinagao, resiringindo a
disponibilidade de energia e metabdlitos. A adicée de aglicares ou aminoacidos no
meic de incubacBo libera a germinac8o, independente das concentragbes
inibitérias deste horménio {(Garciarrubio ef al. 1997).

Assim, a influéncia do ABA sobre o ciclo de vida tipico de uma planta
superior pode ser critica, comegando & atuar durante o desenvolvimenic da
semente, quando os niveis aumentam acentuadamente. Este aumento seria parte
do sinal que desencadearia uma cascata de eventos reguiatérios, aos guais
estariam ligados os diversos tipos de respostas, de acordo com os sinais do meio
ambiente, para promover a sobrevivéncia da planta, desde a maturagdo da
semente, aquisico de tolerancia a dessecagdo, prevengdo da germinagao
precoce ate a mobilizacdo das reservas. Parece que as caracteristicas néoc sé
ambientais mas também as morfoldgicas da semente, adaptada ac seu ambiente,
estariam contribuindo para diferentes estratégias de adaptagéo das plantas aos

seus respectivos ambientes.
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O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito do
acido abscisico no  metabolismo  degradative do
galactomanano de sementes de Sesbania marginata e avaliar
as consequéncias deste sobre ¢ desenvolvimento inicial das

plantulas.
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Abstract

Galactomannans are storage cell wall polysaccharides found in
endospermic seeds of legumes. They are thought to be storage polymers, since it
has been observed for a few species (among them Sesbania marginata) that it is
completely broken down afler germination and its products are transferred to the
growing embryo. We examined the effect of 10M abscisic acid (ABA) on the
degradation of galactomannan in isolated endosperms and intact seeds of
S.marginata. We found that after seed germination the initial embryo growth was
retarded. Ultrastructural analysis showed that the embryo is completely surrounded
by an endosperm which displays very thick galactomannan containing cell walls.
Although an inhibitory effect has been observed on the increase of fresh mass of
the embryo, the effect of ABA on the dry mass was weaker and fransitory (from 48
to 96h). Endosperm dry mass and galactomannan degradation were significantly
inhibited and the activity of ¢-galactosidase was strongly affected. The addition of
ABA before and/or after the start of mobilisation in intact seeds or isolated
endosperms, showed that whereas addition before mobilisation did not affect dry
mass decrease in intact seeds, it was strongly affected in isolated endosperms. On
the other hand, whereas it affected embryo fresh mass increase in intact seeds,
but not in isolated embryos, no significant effect was observed on dry mass. This
results suggest that ABA affects galactomannan degradation and by doing so,
prevents water absorption by the embryo, rather than affect its dry mass. As ABA
has been detected in the endosperm of seeds of S.marginata, it is proposed that it
probably acts as a modulator of galactomannan mobilisation and consequently

sinchronises it with early growth of the embryo.
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introduction

The seeds of lettuce, tomato and many legumes are known 1o accumulate
galactomannan of galactoglucomannan in their endospermic cell walls (Halmer &
Bewley, 1879, Buckeridge ef a/., 2000). These polymers are broken down after
germination, producing free galactose and mannose which serve as a socurce of
carbon and energy for the growing seedling (Reid, 1871; McCleary & Matheson,
1974 Buckeridge & Dietrich, 1996). Galaciomannan has therefore been
considered as a siorage polysaccharide (Reid, 1985). However, galactomannan
has also been demonstrated to perform other functions, such as weakening of the
endosperm of tomato seeds to facilitate radicle protrusion (Groot & Karsen, 1987)
and to control water imbibition in seeds of fenugreek (Trigonelfa foenum-
grascum){Reid & Bewley, 1979).

Groot & Karssen (1887) demonstrated that gibberellin regulates seed
germination through the induction of endosperm weakening in tomato and
Spyropoulos & Reid (1985) suggested that the endosperm of legumes might be
under contro! of auxin and gibberellin.

When isolated and incubated in relatively small volumes of water, the
endosperms of lettuce (Dulson et al., 1988 ) and fenugreek (Spyropoulus & Reid,
1988) were not capable of completing galactomannan degradation. However they
did so when incubated in larger volumes. On this basis, these authors proposed

the existence of a water soluble inhibitor(s) which is somehow inactivated (or
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degraded) during germination and consequently releases storage cell wall
mobilisation.

Galactomarnnan mobilisation is inhibited by abscisic acid (ABA) in seeds of
lettuce (Halmer & Bewley, 1879), tomato (Groot & Karssen, 1882) and fenugreek
(Kontos & Spyropoulos, 1885). In these studies, exogenously applied ABA has
been demonstrated to interfere with the activity of galactomannan-hydrolysing
enzymes. Dulson ef al. (1988) detected the presence of endogencus ABA in seeds
of lettuce and proposed that it plays a role in the regulation of endo-3-mannanase
production in isolated leftuce endosperms.

Recently, galactomannan mobilisation in endosperms of Sesbania
marginata, a tropical legume, was foliowed during and after germination, the
enzymes o-galaciosidase, endo-B-mannanase and exo-mannanase being the
principal enzymes involved (Buckeridge & Dietrich, 1896). in the present work we
studied the effect of exogenously applied ABA on isolated endosperm and intact

seeds of Sesbania marginata.

Material & methods

Material - Seeds of Sesbania marginata Benth. were obtained from plants

cultivated under natural conditions in the gardens of the instituto de Boténica in

Sao Paulo, Brazil.




Scanning electron microscopy (SEM) - For the examination of ultrastructural
characteristics of seeds of Sesbania marginata, pieces of guiescent seeds were
mounted on stubs and subsequently coaled with gold (Baltec SCD 050 coater),
examined and photographed in a Philips Scanning Electron Microscope XL20 at an

accelerating voltage of 10 kV.

Light microscopy — For light microscopy observations, seeds of Sesbania
marginata were soaked in distilled water for 24h at room temperature and
transversally cut into 10 um-thick slices using a cryostat microtome. Sections were
placed on glass slides and covered with 0.1% methylene blue and incubated for 1
min at 60° C. The excess of methylene biue was taken out by blotting the slide on
Whatman no. 3 paper. The sections were observed and photographed directly

using a camera attached-microscope (Carl Zeiss-Jena).

Seed germination and sampling - Seeds of Sesbania marginata were scarified, one
by one, by abrading the seed coat in the region below the lens with sandpaper.
They were sterilised with sodium hypochlorite (0.75% active chlorine)} for 15min
and washed with sterile distilled water. They were then placed in @ cm diameter
Petri dishes (30 seeds/plate) under continuous light .

Seeds were incubated at 30°C in 16m| of water or abscisic acid (10™*M ABA)
for 17h, when complete imbibition was observed. Five samples of 16 seeds were
harvested daily and immediately dissected in order to separate the endosperm pius
seed coat from the embryo (cotyledons plus embryonic axis). Another five samples

were maintained intact during the entire experimental period (144h) and then
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dissected. After recording the fresh mass of separate seed parts of each sample,
they were dried at 80°C. When constant weight was aftained (after approximately
48h) the dry mass was recorded. As it has been calculated that 50% of dry mass of
the endosperm plus seed coat corresponds io galactomannan (Buckeridge &
Dietrich 1996), the loss of half of the dry mass of endosperm was considered as
100% of degradation.

Using the general procedure described above, several parameters were
evaluated every 24h in the following way: (W) seeds maintained in water from 0 to
144h; (W/A)Y seeds maintained in water from 0 to17h and transferred to 107°M ABA
until 144h; (A/W) seeds maintained 10*M ABA from 0 to 17h and transferred to

water until 144h; (A) seeds maintained in 10*M ABA from 0 o 144h.

Galactomannan extraction - Galactomannan was exiracted from powdered
endosperm plus seed coat with hot water (80°C) for 8h. After filtration through
cheesecloth, centrifugation was performed (10,000g, 30min. 5°C) followed by
precipitation with 3 volumes of ethanol. The precipitate was left overnight at 5°C,
collected by centrifugation, dried and weighed. This crude polysaccharide was
considered as the galactomannan which was quantified gravimetrically (modified

from Anderson, 1940).

Extraction and detection of o~galactosidase - The time course of a-galaciosidase
activity in endosperm of S marginata was determined by placing seeds io
germinate under the same conditions as above, separating daily the endosperm

plus seed coat from the embryo up to the 6th day followed by exiraction and assay




of crude preparations for a-galactosidase as described below.

The samples were crushed with 20mM sodium acetate buffer pH 5.0 at 5°C
and centrifuged (10,000g, 30min., 5°C). Aliquots of the supernatant were assayed
for o-galactosidase activity using a 50mM solution of p-nitrophenyl-a-D-
galactopyranoside (Sigma Chem.Co., St Louls, USA) as substrate. The reaction
was stopped by addition of 0.1N NayCOs; and the absorbance determined at

405nm (Reid & Meier, 1973).

Results & discussion

Effect of ABA on seed germination. Abscisic acid at 10™*M strongly retarded
germination of seeds of Sesbania marginata. After 24h, ABA apparently inhibited
germination completely, but these seeds reached 100% germination after 96h
(Figure 1A).This behaviour characterised a retardation rather and complete
inhibition process, suggesting that seeds of S.marginata are somehow able to
metabolise exogenously applied ABA. On the other hand, when seedling growth
was evaluated by measurement of radicle length, a significant inhibition was
observed (Figure 1B) even after 968h. As this is a more accurate form of evaluation
of the effect of ABA on early growth than radicie protrusion alone, it can be
concluded that ABA has a permanent (rather than retardation only) effect on
seedling growth.

Morphology of seeds of S.marginata. As a typical legume seed from the

subfamily Faboideae, S.marginata possesses an endosperm which completely
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surrounds the embryo (Figure 2A, see also Buckeridge and Dietrich, 1996). Under
larger magnification (Figure 2B), it can be sesn that the seed coat presents a
palisade layer as well as a parenchyma layer. Furthermore, befween seed coat
and endosperm, an aleurons layer is present (Figure 2D black arrow), which is
assumed, by comparison with Reid (1971), to preduce the enzymes responsible for
galactomannan degradation. Large amounts of galactomannan were shown to be
present in endosperm cell walls by Buckeridge and Dietrich (1996) and this can
aiso be noted in Figure 2C and 2D.

Reid and Bewley (1979) observed that the endosperm of seeds Trigonella
foenum-graecum imbibes most of the water (ca 80%) taken by the seed. On the
basis of some hydrodynamic properties of galactomannan such as high viscosity
and also the fact that it binds water strongly, those authors proposed that the
endosperm wouid play a role as a “water buffer” foliowing germination. Thus, as
water enters the endosperm and it becomes completely imbibed, any change in
environmental conditions which is capable of decreasing water availability, would
induce water loss firstly from the endosperm and only later on from the embryo.

Besides protection against water loss, it is possible that the presence of
galactomannan in the endosperm might play a role in synchronising metabolic
events in course in the endosperm and embryo following germination. Taking this
into consideration, along with the facts that /) ABA is present in the endosperm of
seeds of S. marginata (H.Mercier and M.S.Buckeridge, unpubiished results) and /j)
that it has an effect on germination and growth of the seed and seedling of this
species respectively; we examined the effect of the hormone on different seed

parts with the aim of understanding the physiological importance of ABA for




synchronisation of storage cell wall mobilisation and seedling growth in S.
marginata.

Effect of ABA on the embryo. Figure 3 shows changes in dry and fresh
mass of seedling of S, marginata up to 6 days in 10°M ABA or water. The fresh
mass was strongly affected throughout the experimental pericd (Figure 34A)
whereas the dry mass was relatively less affected, showing some effect only
between 50 and 100h (Figure 3B). As the effect of ABA on the fresh mass is
stronger than on the dry mass, it is likely that the water uptake by the embryo was
affected by ABA with little effect on dry mass. As this experiment was performed
with intact seeds and under this condition the embryo is completely surrcunded by
the endosperm, the effect of ABA could be either direct or indirect. In other words,
the effect of the hormone on embryo growth might be a consequence of a stronger
effect on the endosperm.

Effect of ABA on the endosperm. Figure 4A shows that the decrease in
endosperm dry mass, which is in great part affected by galactomannan
degradation (Buckeridge & Reid, 1996), was significantly inhibited by 10*M ABA
after 6 days (144h) of germination. indeed, galactomannan degradation was
partially inhibited following germination (Figure 4B) and this inhibition was
corroborated by inhibition of the increase in «-galactosidase activity in the
endosperm (Figure 4C).

Buckeridge and Dietrich (1996) showed that galactomannan degradation in
seeds of S.marginata starts only after radicle protrusion. Also, Spyropoulos and
Reid (1985) showed that isolated endosperms of seeds of Trigonelia foenum-

grascum are not capable to perform galactomannan degradation, unless a water
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soluble inhibitor is leaked out from the endosperm. It is reasonably well accepted
that in seeds of 7. foenum-graecum, the galactomannan hydrolases are produced
in the aleurone layer and translocated to the endosperm, where galactomannan
degradation takes place. Furthermore, the morphology of the seeds of S
marginata (Figure 2), is closer to the one of T.foenum-graecum and Cyamopsis
tefragonofobus than, for example, to the seeds of Cerafonia siliqua which does not
possess an aieurone layer, the enzymes being produced into the cyvitoplasm of
endosperm cells (see Reid, 1985 for a raview).

Taking these information info account, we performed two combined
experiments designed to check two different points: 1) when does ABA exerts its
effect? Before or after radicle protrusion? 2) where is ABA primary effect located?
Endosperm or embryo? Figures 5 and 6 show the results of these experiments, in
which dissected (into endosperm and embryo) or intact seeds of S. marginata were
incubated in water or 107°M ABA up to 6 days.

Figure 5A shows changes in dry weight of endosperms of intact seeds
incubated under different conditions. When incubated in water for 6 days (W),
galactomannan degradation is completed (dry mass decreases to 20 mg per seed).
If 10*M ABA is added up to 17h (before radicle protrusion) and kept in water up to
6 days (A/W), galactomannan degradation occurs as under incubation in water.
When in ABA for the whole period (A), strong inhibition of degradation was
observed. However, a partial effect was observed when ABA was added after
radicle protrusion (W/A). These results suggest that ABA has its effect after radicle

protrusion, i.e. possibly after hydrolytic enzymes are already synthesised.
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These results can be compared fo the ones presented in Figure A, where
isolated endosperms/embryos were subjected to the same treatments. Differently
from what happened with iniact seeds, in isolated endosperms ABA had a
significant effect when added before 17h (A/W) and equally whan incubated during
the whole experimenial period (A) or after 17h only (W/A). It is clear from this
comparison that endosperms of seeds of S.marginata present the same behaviour
as T.foenum-graecum in the sense that isolated endosperms showed inhibition of
galactomannan degradation. It is equally clear that the effect of ARA is not
exclusively on either endospearm or embryo, but on both.

The effects of ABA on the embryo under the same conditions described
above confirmed the observation that it has little or no effect on the dry mass
{(compare Figures 5C and 6C), but had a stronger effect on the fresh mass
(compare Figures 5B and 6B). With isolated embryos, ABA had a significant effect
only when present during all the experimental period, whereas a much stronger
effect was observed, especially when ABA was present during 6 days (A in figure
5B).

The crossed analysis of the two experiments lead to the following
suggestions: 1) there might be a cause-effect relationship between the effect of
ABA on the endosperm and on the embryo, since as greater the effect of ABA on
the former, the greater its effect on the second; 2) the effect on the embryc seems
to be mainly on water uptake, whereas in the endosperm both galactomannan and
a-galactosidase activity were affected.

The roie of ABA on galactomannan mobilisation. As galactomannan has

been suggested as an important substance in the control of water relations of
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legume endosperm (Reid & Bewley, 1879, Buckeridge & Dietrich, 1996), it is
reasonable to assume that the upilake of water by the embryo might have been
affected via inhibition of galactomannan degradation in the endosperm. This
hypothesis was tested by determining galactomannan vield and o-galactosidase
activity following germination with and without ABA,

The presence of ABA in isolated endosperms of Sesbania marginata
(646.3 £ 39.8 pmoles per g of fresh mass), detected by radicimmunoassay (H.
Mercier and M.5. Buckeridge, unpublished), strongly suggests that this hormone is
involved in the control of reserve mobilisation and indirectly controls seedling
growth. it is likely that in seeds of S.marginata, ABA is the analogous to the
inhibitor that has been detected in seeds of Trigonella foenum-graecum by
Zambou et al. (1993). Thus, it is possible that under natural conditions the
concentration of ABA decreases throughout germination, either by sink of the
developing cotyledons or through biochemical degradation, in order to permit
galactomannan mobilisation and conseguently the release of the water retained
during imbibition, to the growing embryo.

It is noticeable that whereas a large difference is observed between fresh
mass of embryos originated from intact and endosperm-less seeds, a very small
difference was observed between their respective dry masses [compare (W) in
Figures 5B and 8B]. In this respect, McCleary and Matheson (1978), fed growing
embryos of guar seeds with radioactive mannose and galactose and demonstrated
that the products of galactomannan mobilisation are used for several biochemical

processes in the growing seedling. If the same situation occurs in seeds of S
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marginata, a reasonable explanation for the differential accumuiation of water in
comparison with the carbon transferred from the endosperm to the growing embryo
is that whereas most of the carbohydrate (mannose and galactose) is transformed
infe sucrose (Buckeridge and Dietrich, 1896) and used for respiration (i.e. leading
to COy), water seems {0 be retained somehow in the elongating tissues. This
agrees with the observation that ABA, by inhibiting galactomannan mobilisation,
appears to control indirectly the rate of changes in fresh mass of the growing

embryo.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 6
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Legends to Figures

Figure 1 — Effect of excgenously applied ABA {107*M), on germination
of seeds of Seshania marginata (A) and on plantiet growth (B) during 6

days after imbibition.

Figure 2 — Ultrastructural analysis of the seed of Sesbania marginata.
(A) general view of transversally broken seed showing the seed coat
{sc), endosperm (end) and cotyledons (cot), 48X; (B, 871X) and (C,
335X) magnifications showing details of the connections between seed
coat (sc), endosperm (end) containing thick cell walls (white arrow in C)
and cotyledons (cot) and (D) light microscopy showing the aleurone
layer (black arrow), cytoplasm (Cy) and endospermic cell walls

thickened with galactomannan (gm). Bar represents 10um.

Figure 3 — Effect of exogenously applied ABA (10™M) on the fresh
mass (A) and dry mass (B) of the embryo during germination of seeds
of Sesbania marginata. Intact seeds were put to germinate in water or

ABA and measurements were made every 24h for 6 days.

Figure 4 — Effect of exogenously applied ABA (107°M) on
galactomannan degradation following germination (up to € days) of

seeds of Sesbania marginata. Dry mass of the endosperm following



degradation {(A); vield of galactomannan (B}, activity of a-galaciosidase

(C).

Figure 5 — Effect of ABA (10™*M) on the dry mass of the endosperm (A)
and the fresh (B) and dry (C) masses of the embryo afier 144h of
imbibition. Seeds of Sesbania marginata were maintained in the
different treatments: W = in water for 144h, A = seeds maintained in
ABA for 144h, AW = in ABA and after 17h they were maintained in
water and WA = seeds placed in water and after 17h maintained in

ABA. Standard deviation were obtained with 5 replicates.

Figure 6 - Effect of ABA (10™"M) on the dry masses of the isolated
endosperm (A) , fresh (B} and dry (C) weight of the isolated embryo after
144h of imbibition. Seeds of Sesbania marginata were placed to germinate
under different treatments. After 17h, they were dissected and isolated
embryos and endosperms were maintained in water imbibition for 6 days.
Treatments were: W = seeds placed in water, dissected after 17h and
isolated embryos and endosperms maintained in water up to 144h, A =
maintained in ABA for 144h, W/A = seeds placed in water and after
dissection they were maintained in ABA and A/W = seeds placed in ABA
and after dissection they were maintained in water. Standard deviation

were obtained with 5 replicates.
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Conclusoes

Com os resultados do presente trabalho, € possivel concluir que o acide
abscisico exerce uma importante fungfo na germinaclo e principaimente no
desenvolvimento inicial da plantula de Sesbanis marginata, agindo ao nivel do

endosperma e também do embrido.

O ABA aplicado exdgenamente € capaz de:
- retardar a germinagao

- inibir o crescimento da radicuia

- inibir a absorco de agua pelo embriac

- retardar a alivagdc da enzima w-galactosidase

- inibir a degradacéo do galactomananc




Summary

Galactomannans are storage cell wall polysaccahrides found in
endospermic seeds of legumes. They are thought to be storage polymers, since it
nas heen observed for a few species (among them Sesbania marginata) that it is
completely broken down after germination and its products are transferred fo the
growing embryo. We examined the effect of ABA (10*M abscisic acid) on the
degradation of galactomannan in isolated endosperms and intact seeds of
S.marginata. We found that after seed germination the initial embryo growth was
retarded by ABA. Ultrastructural analysis showed that the embryo is completely
surrounded by an endosperm which displays very thick galactomannan containing
celi walls. Although an inhibitory effect has been observed on the increase of fresh
weight of the embryo, the effect of ABA on the dry weight was weaker and
transitory (from 48 to 96h). Endosperm dry weight and galactomannan degradation
were significantly inhibited and the activity of a-galactosidase was strongly
inhibited by ABA. The addition of ABA before and/or after mobilisation in intact
seeds or isolated endosperm, showed that whereas addition of ABA before
mobilisation did not affect dry weight decrease in intact seeds, it was strongly
affected in isolated endesperms. On the cther hand, whereas ABA affected embryo
fresh weight increase in intact seeds, but not in isolated embryos, no significant
offect was observed on dry weight. This results suggest that ABA affects
galactomannan degradation and by doing so, prevents water absorption by the
embryo, rather than affect its dry weight. As ABA has been detected in the
endosperm os seeds of S.marginata, it is proposed that it probably acts as a
modulator of galactomannan mobilisation and consequently sinchronises it with

early growth of the embryo.
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