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RESUMO 
 
Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. apresentam o galactomanano 

como polissacarídeo de reserva de parede celular presente no endosperma, cuja 

mobilização envolve três enzimas hidrolíticas (α-galactosidase, endo-β-mananase 

e exo-β-manosidase). O ácido abscísico (ABA) tem sido sugerido como envolvido 

no mecanismo de regulação desse processo, interferindo na produção e atividade 

das enzimas hidrolíticas, possivelmente relacionado com o tegumento. Neste 

trabalho, sementes escarificadas, embebidas em água e em solução de ABA 10-4 

M, foram utilizadas para verificar o efeito do ABA exógeno e endógeno na 

degradação do galactomanano durante a germinação e pós-germinação, assim 

como sua possível relação com o tegumento. Na presença do ABA exógeno, as 

sementes apresentaram retardamento no desarranjo celular do endosperma, com 

atraso na degradação do galactomanano e no desaparecimento da endo-β-

mananase no endosperma, sugerindo um atraso de sua atividade na presença do 

ABA que, conseqüentemente, retardou a degradação do galactomanano. A 

presença da endo-β-mananase no tegumento sugeriu a participação deste tecido 

na produção, modificação e/ou armazenamento da enzima, assim como das 

outras enzimas hidrolíticas, que apresentaram atividade no tecido no decorrer do 

processo de degradação, juntamente com o endosperma. A presença da endo-β-

mananase e das outras enzimas hidrolíticas no tegumento, juntamente com a 

detecção de atividade respiratória e presença do ABA endógeno no tegumento, 

sugerem a participação deste tecido na utilização das enzimas hidrolíticas durante 

a germinação e pós-germinação e no controle de degradação do galactomanano 

durante o período pós-germinativo, evitando a produção dos açúcares redutores 

em excesso, funções possivelmente relacionadas com a presença do hormônio no 

tecido. 
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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, 

hydrolysed by three enzymes during its mobilisation (α-galactosidase, endo-β-

mannanase and exo-β-mannosidase). The abscisic acid (ABA) has been 

suggested to be involved in the regulation of this process, affecting the hydrolytic 

enzymes production and activities, possibly together with the seed coat. In this 

work, scarified seeds, imbibed in water and in 10-4 M ABA solution, were used to 

evaluate the effect of exogenous and endogenous ABA on galactomannan 

degradation during and after germination, as well as its possible relationship with 

the seed coat. In the presence of exogenous ABA, the seeds presented a delay in 

the cellular disassembly of the endosperm, probably due to a delay in the time 

curse of endo-β-mannanase in the endosperm with consequent delay in 

galactomannan degradation. The presence of endo-β-mannanase in the seed coat, 

suggested the participation of this tissue in the production, modification or storage 

of this enzyme, as well as the others hydrolytic enzymes, which presented 

activities in the seed coat during the process of degradation, at the same time as in 

the endosperm. The presence of endo-β-mannanase and the others hydrolytic 

enzymes in the seed coat, together with the presence of respiratory activity and 

endogenous ABA in this tissue, suggest the participation of the seed coat in the 

control of utilization of the hydrolytic enzymes during and after the germination and 

in the control of galactomannan degradation during the post-germinative process, 

avoiding the excess production of sugars, functions possibly associated with the 

presence of the hormone in the tissue. Thus, our results add evidence to the 

hypothesis that the control of galactomannan degradation by seed coat and ABA is 

an important event in storage mobilization. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Ao longo da evolução, as plantas desenvolveram estratégias adaptativas 

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

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

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

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

sementes de muitas espécies não sejam tolerantes à dessecação na maturidade, 

sendo denominadas sementes recalcitrantes (Castro et al. 2004). 

A semente constitui, portanto, a unidade reprodutiva das espermatófitas 

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

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

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

Essa unidade de dispersão encontra-se estrutural e fisiologicamente 

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

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

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

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

semente, dentre outros (Bewley & Black 1994). 

 

1.1. SEMENTES 
    

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

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

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

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

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

2003). 

As sementes maduras são constituídas pelo embrião, que pode ser 

envolvido pelo tegumento, tecido diplóide originário da planta-mãe, e endosperma, 
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de acordo com a espécie (Bewley & Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Na maioria 

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

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

mesma, sofrendo considerável redução em espessura e desorganização parcial 

(Esau 1974). 

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

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

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

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

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

Diversas variações podem ser encontradas nas sementes, incluindo 

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

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

Poljakoff-Mayber 1975). 

 

 1.1.1. Tegumento 
 

O desenvolvimento dos tegumentos da semente tem início no momento em 

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

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

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

Variações na estrutura do tegumento dependem de caracteres específicos 

do óvulo, especialmente quanto ao número e espessura dos tegumentos e arranjo 

do tecido vascular, e das modificações sofridas pelo tegumento durante o 

desenvolvimento e maturação da semente (Esau 1974). A variabilidade anatômica 

dos tegumentos tem sido utilizada taxonomicamente para distinguir diferentes 

gêneros e espécies (Prakash 1987, Bewley & Black 1994).  

No tegumento ocorre a formação de tecidos diversos, com diferentes tipos 

de células contribuindo como elementos estruturais dos envoltórios das sementes. 

Elementos mecânicos que conferem rigidez ao tegumento, como células 
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esclerenquimáticas, cujas paredes podem ser lignificadas, formam camadas ou se 

dispõem de maneira esparsa (Beltrati & Paoli 2003). 

Nas camadas mais externas das sementes desenvolvem-se, com 

freqüência, células taníferas, relacionadas à proteção contra predadores e 

microorganismos, ao aumento da dureza dos tegumentos e à atribuição de cor à 

semente, podendo ocorrer, ainda, a presença de camadas cuticulares, que 

auxiliam na proteção e impermeabilidade do tegumento (Esau 1974, Bewley & 

Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Na região da calaza pode ocorrer uma calota 

de células com paredes suberificadas, que auxiliam também na impermeabilidade 

da semente (Beltrati & Paoli 2003).  

Em diversas partes dos tegumentos podem estar presentes cristais, 

geralmente de oxalato de cálcio ou carbonato, relacionados à proteção da 

semente. Já os tecidos secretores são raros nos tegumentos das sementes, mas 

células mucilaginosas quando presentes retêm água fornecendo uma barreira em 

torno da semente (Bewley & Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Em algumas 

famílias de Angiospermas foram observados estômatos na epiderme externa da 

testa, que provavelmente facilitam trocas gasosas (Beltrati & Paoli 2003).  

Em uma semente bitegumentada estão presentes a testa (tegumento 

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

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

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

 Nas sementes de Leguminosae o tegumento interno desaparece ou é 

freqüentemente amassado durante a ontogênese, não contribuindo para a 

formação do tegumento na semente madura, ao passo que o externo se diferencia 

em diversas camadas (Esau 1974, Corner 1976, Prakash 1987). A camada mais 

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

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

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

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

denominadas células em pilar, ampulheta ou osteoesclereídes, dependendo da 



 

 6

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

localizado mais profundamente é um parênquima lacunoso com grandes células 

alongadas tangencialmente na parte externa e células menores e muito 

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

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

A camada paliçádica tem sido indicada, especialmente em algumas 

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

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

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

absorção de água deve ocorrer após danificação ou retirada da camada 

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

germinação (Melo-Pinna et al. 1999). 

Essa impermeabilidade tem sido atribuída a diferentes regiões da camada 

paliçádica, possivelmente restrita à região cônica dos macroesclereídes ou à 

chamada linha lúcida das células paliçádicas, que é considerada particularmente 

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

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

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

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

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

água seria oferecida pelos osteoesclereídes, embora em sementes de soja esta 

camada tenha um efeito promotor na entrada de água (McDonald et al. 1988, 

Bewley & Black 1994). 

A camada parenquimática do tegumento é permeável à entrada, condução 

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

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

sua condução pelas células parenquimáticas do tegumento que, devido à 

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

entrada de água e a germinação (Santos 2002). 
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Os tegumentos apresentam, ainda, algumas diferenciações que podem 

auxiliar a entrada de água e o processo de germinação, podendo possuir regiões 

mais delgadas, facilitando sua eventual ruptura, falhas na deposição das placas 

impermeabilizantes de suberina, ou a formação de uma zona de depressão 

situada ao lado do hilo, em que as células da camada paliçada do tegumento 

estão em equilíbrio metaestável de tensão, com disposição radial distinta do resto 

do tegumento, rompendo-se facilmente por qualquer choque nessa região 

(Crocker & Davis 1914, Hamly 1932, Spurný 1973).  

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

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

paliçádica, e aceleração de embebição, através da camada parenquimática 

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

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

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

1983). 

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

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

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

dormência em sementes (Bewley & Black 1994).  

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

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

Corylus avellana L., Eleagnus angustifólia L., Rosa canina L., Trigonella foenum-

graecum L., Ceratonia siliqua L., Pinus monticola Dougl. ex D. Don. e Nicotiana 

plumbaginifolia Viv. (Labouriau 1983, Van Staden et al. 1987, Bewley & Black 

1994, Kontos & Spyropoulos 1996, Feurtado et al. 2004, Frey et al. 2004). Foi 

demonstrado em Ceratonia siliqua que o tegumento pode controlar a produção de 

enzimas hidrolíticas relacionadas à maturação, germinação e mobilização de 

reservas durante o desenvolvimento das sementes (Kontos & Spyropoulos 1996).  
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1.1.2. Endosperma 
 
Na maioria das sementes, envolvendo o embrião, há um tecido de reserva 

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

ou parcialmente consumido pelo embrião em desenvolvimento logo após a sua 

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

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

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

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

substâncias de reserva presentes no tecido servirão como fontes nutritivas 

utilizadas para o desenvolvimento da plântula, sendo degradado durante a 

germinação (Labouriau 1983, Bewley & Black 1994). 

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

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

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

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

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

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

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

polissacarídeos e hemiceluloses, armazenados nas paredes celulares (Crocker & 

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

proteínas e os oligossacarídeos de série rafinósica também são importantes 

reservas nas sementes (Bewley & Black 1994). 

 
 1.1.3. Embrião 

 

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

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

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

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

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

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

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

embriões podem apresentar plúmulas em diversos graus de desenvolvimento, de 

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

tegumento e endosperma, geralmente está protegido da estiagem e de 

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

 

1.2. GERMINAÇÃO E PÓS-GERMINAÇÃO 
 

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

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

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

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

Taiz & Zeiger 2004).  

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

atividade metabólica e iniciação do alongamento e crescimento do eixo 

embrionário, que resulta na protrusão da radícula (Bewley 1997). Para que a 

germinação ocorra é necessária, portanto, a hidratação das sementes 

quiescentes, sob condições favoráveis ao aumento do metabolismo, dependendo 

de água, temperatura adequada, presença de oxigênio, ausência de substâncias 

inibidoras e em algumas espécies condição adequada de luminosidade (Bewley & 

Black 1994, Raven et al. 1999, Taiz & Zeiger 2004).  

A etapa de hidratação é limitante aos vários outros processos fisiológicos 

que ocorrem na semente ortodoxa germinante, porém, em alguns casos são 

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

permitir a entrada da água, que causa a expansão do embrião e do endosperma, 

rompendo o tegumento e facilitando o processo de germinação (Labouriau 1983, 

Raven et al. 1999).  
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O processo de germinação, desta forma, inclui diversos eventos como 

embebição, reativação do metabolismo, aumento na atividade respiratória, 

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

hidratação das proteínas, mudanças estruturais subcelulares e alongamento 

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

metabolismo reduzido em uma semente com metabolismo vigoroso, culminando 

no crescimento do embrião (Bewley & Black 1994).  

Porém, a mobilização das reservas e o crescimento e desenvolvimento do 

embrião e da nova plântula começam somente quando a germinação termina, 

durante o processo chamado de pós-germinação (Bewley & Black 1994). 

 
1.3. PAREDE CELULAR DE RESERVA DAS SEMENTES 

 
As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptação aos seus 

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

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

polissacarídeos podem estar presentes nas paredes das células dos cotilédones e 

dos endospermas, denominadas paredes de reserva (Buckeridge & Reid 1996, 

Buckeridge et al. 2000c). 

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

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

muitas vezes, três domínios estruturalmente independentes, mas que interagem 

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

2000).  

O domínio fundamental da parede celular é formado por microfibrilas de 

celulose, macromolécula orgânica mais abundante da Terra, envolvidas por 

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

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

2000) (Fig. 1A e 1B).  
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Figura 1. Representação esquemática da parede celular primária (A e B) e das 

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

domínio protéico, que representa menos do que 10% da parede celular, foi omitido 

(Buckeridge et al. 2000c). 
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O domínio celulose-hemicelulose, interligado por polímeros de 

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

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

1999, Buckeridge et al. 2000c, Carpita & McCann 2000) (Fig. 1A).  

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

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

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

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

de parede (Carpita & McCann 2000). 

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

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

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

al. 2000c) (Fig. 1C e 1D). Assim, a parede de reserva constitui, possivelmente, 

uma adaptação evolutiva das paredes celulares primárias, que desenvolveram a 

capacidade de armazenar grandes quantidades de carboidratos (Buckeridge & 

Reid 1996). 

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

os arabinogalactanos ou de hemiceluloses, como galactomananos e xiloglucanos, 

apresentando pouca ou nenhuma quantidade de celulose, juntamente com 

pequenas quantidades de outros polissacarídeos típicos da parede celular 

(Buckeridge et al. 2000c) (Fig. 1C e 1D). 

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

processo de mobilização, o qual seria consideravelmente mais complexo se 

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

2000b). 

Para caracterizar, quantificar e purificar polissacarídeos de reserva e 

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

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

eletroforese em gel, para detectar enzimas e isoenzimas (Dirk et al. 1995). 
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Já métodos que envolvem o uso de anticorpos policlonais específicos têm 

sido utilizados para detectar e localizar os polissacarídeos e as hidrolases 

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

(Sekhar & DeMason 1990, Buckeridge & Reid 1994); tissue printing, para localizar 

hidrolases (Toorop et al. 1996, Nonogaki et al. 1998, Nonogaki & Morohashi 1999, 

Nonogaki et al. 2000, McCartney & Knox 2002) e métodos imunocitoquímicos, 

com anticorpos marcados com compostos fluorescentes (Orfila & Knox 2000, 

Leubner-Metzger 2002) ou com ouro coloidal (Sekhar & DeMason 1990, 

Buckeridge & Reid 1994, Nikus et al. 2000), para localizar tanto polissacarídeos 

como enzimas. 

 
1.4. POLISSACARÍDEOS DE RESERVA DE PAREDE CELULAR 
 
Os polissacarídeos de reserva presentes na parede celular são 

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

Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 2000b). Esses polissacarídeos são 

mobilizados após a germinação das sementes, durante o desenvolvimento e 

estabelecimento das plântulas, período essencial para que o ciclo de vida das 

plantas seja completado, e seus produtos de degradação são usados para 

geração de energia e produção de matéria-prima para a construção de novos 

tecidos e células (Mayer & Poljakoff-Mayber 1975, Reid 1985a). 

Os PRPC são relativamente inertes no que concerne à sua reatividade 

química e apresentam diferentes graus de solubilidade em água. Essas 

características conferem alta compactação e baixa reatividade ao polímero e 

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

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

metabólico para produzir tais polímeros é alto, pois estes necessitam de um 

complexo sistema de biossíntese, secreção e montagem no meio extracelular 

(Buckeridge et al. 2000c).  
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Esses polissacarídeos, além da função de reserva, desempenham funções 

paralelas associadas à dureza (mananos em endospermas de sementes de 

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

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

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

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

Essas funções secundárias seriam importantes no mecanismo evolutivo 

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

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

polissacarídeos de reserva teriam passado por etapas de transferência de funções 

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

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

1996).  

Os polissacarídeos de reserva presentes na parede celular são 

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

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

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

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

maiores detalhes a seguir.  

 
1.5. GALACTOMANANOS 
 

Os galactomananos ocorrem tipicamente na parede celular das células do 

endosperma de sementes de Leguminosae, mas também estão presentes em 

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

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

Morrison 1975, Guzmán & Hernandez 1982, Buckeridge et al. 2000b).  

Os primeiros estudos com espécies que armazenam galactomananos em 

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

presença de galactose e manose em várias espécies, incluindo uma espécie 
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tropical, Schizolobium sp., notificando o galactomanano como uma substância 

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

 
1.5.1. Estrutura dos galactomananos 
 
Os galactomananos são constituídos de uma cadeia principal formada por 

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

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

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

& Cerezo 1984) (Fig. 2).  

 

 
 

Figura 2. Modelo esquemático da estrutura química do galactomanano, 

mostrando a cadeia linear de unidades de manose e suas ramificações com 

unidades de galactose. 

 

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

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

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

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

Buckeridge et al. 2000a). 

Além de constituir excelente parâmetro para estudos taxonômicos, 

utilizados para distinguir as três subfamílias de Leguminosae (Caesalpinioideae, 

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

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

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

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

 

1.5.2. Propriedades dos galactomananos 
 

Os galactomananos, além de serem polissacarídeos de reserva utilizados 

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

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

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

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

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

Neukom 1989, Buckeridge et al. 2000c).  

O endosperma embebido protege o embrião contra perda de água através 

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

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

Comportamento similar pode ser verificado em leguminosas tropicais, como 

Sesbania virgata (Cav.) Pers. e Dimorphandra mollis Benth. (Buckeridge et al. 

1995a, Buckeridge & Dietrich 1996, Zpevak 1999).  

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

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

das principais características dos mananos puros, constrição mecânica à 

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

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

reserva e embebição, sendo que somente após o enfraquecimento do 

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

degradação das paredes celulares aliviaria a barreira mecânica que constringe o 

alongamento da radícula, ocorrendo a germinação, como observado em tomate 

(Groot et al. 1988, Nonogaki & Morohashi 1996, Toorop et al. 1996, Voigt & 

Bewley 1996), melão (Welbaum et al. 1995), tabaco (Leubner-Metzger et al. 1995) 

e cevada (Schuurink et al. 1992). 

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

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

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

que galactomananos mais ramificados são mais solúveis e apresentam 

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

2000c).  

As funções de reserva e embebição parecem estar associadas quase que 

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

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

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

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

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

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

galactomananos são multifuncionais, desempenhando suas funções durante fases 

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

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

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

semente podem contribuir para diferentes estratégias de adaptação, decorrentes 

provavelmente de um mecanismo de seleção desempenhado durante a evolução, 

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

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

considerável importância comercial, principalmente no que se refere à solubilidade 

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

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

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

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

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

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

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

como espessantes, estabilizadores e agentes geleificantes, sozinhos ou 

combinados com outros polissacarídeos (Dea & Morrison 1975, Reid & Edwards 

1995). Nesse enfoque, a razão manose:galactose é, também, extremamente 

importante como fator comercial, já que os galactomananos com maior nível de 

ramificação favorecem misturas ou interações comerciais com outros polímeros 

(Dea et al. 1977).  

 

1.5.3. Degradação dos galactomananos 
 
A mobilização dos galactomananos é mediada por três enzimas hidrolíticas: 

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

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

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

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

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

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

oligossacarídeos provenientes da ação da endo-β-mananase, liberando manoses 

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. 3). 



 

 19

 
 
Figura 3. Modelo esquemático da degradação do galactomanano, mostrando a 

atividade das três enzimas hidrolíticas (Buckeridge & Reid 1996). 
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Como a endo-β-mananase em sementes de leguminosas age como a 

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

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

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

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

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

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

al. 2000a, Lisboa 2003).  

A importância da α-galactosidase é progressivamente maior em sementes 

que possuem galactomananos com maior grau de ramificação de galactose, 

explicando níveis altos de atividade desta enzima durante a mobilização do 

galactomanano em espécies contendo polímeros altamente ramificados 

(Buckeridge et al. 2000a).  

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

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

do produto de ação da endo-β-mananase (Leung & Bewley 1983), embora em 

Lycopersicon esculentum Mill. (tomate) a α-galactosidase esteja presente antes do 

aumento de atividade da endo-β-mananase e da exo-β-manosidase (Toorop et al. 

1996, Feurtado 1999). 

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

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

mano-oligossacarídeos desgalactosilados, manobioses e manotrioses, não tendo 

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

2002, Mo & Bewley 2003).  

Até o momento, poucos estudos têm explorado o local onde ocorre a 

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

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

sugerida como suposta responsável pela síntese de enzimas hidrolíticas utilizadas 

para a degradação do galactomanano no endosperma, como verificado em 
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sementes de Trigonella foenum-graecum, Cyamopsis tetragonolobus (Reid 1985c) 

e em sementes de Trifolium incarnatum L. e Medicago sativa (Reid & Meier 1972). 

Já em sementes de Ceratonia siliqua verificou-se que as enzimas são 

provavelmente produzidas nas células endospérmicas (Seiler 1977, Buckeridge et 

al. 2000a). Em sementes de Sesbania virgata, Buckeridge et al. (2000a) 

propuseram que as enzimas poderiam ser produzidas tanto pela camada de 

aleurona como pelas células do endosperma. 

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

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

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

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

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

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

Sesbania virgata (Lisboa 2003).  

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

endosperma que circunda a radícula durante a germinação e no endosperma 

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

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

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

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

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

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

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

imediatamente após a protrusão da radícula, ocorrendo principalmente na região 

do endosperma próximo ao eixo embrionário (Dirk et al. 1995, Nonogaki & 

Morohashi 1999).  

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

temporalmente distintas durante a germinação e pós-germinação das sementes 

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

cuidadosamente reportadas, obtendo-se clones de cDNA da enzima em sementes 
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de tomate (Bewley et al. 1997, Nonogaki et al. 2000) e de Coffea arabica L. (café) 

(Marraccini et al. 2001). 

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

galactosidase nas sementes de Cyamopsis tetragonolobus, embora somente uma 

isoforma esteja associada com o endosperma, hidrolisando galactoses do 

galactomanano.  

Recentemente, Feurtado et al. (2001) sugeriram pelo menos três isoformas 

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

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

galactosidase do tomate com outras galactosidases, especialmente com as de 

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

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

(Mo & Bewley 2002).  

Os estudos moleculares associados aos bioquímicos permitem 

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

seus genes (Mo & Bewley 2003). 

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilização do 

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

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

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

siliqua, a endo-β-mananases para a primeira espécie e α-galactosidase para 

ambas as espécies são sintetizadas de novo (Reid & Meier 1973, Seiler 1977, 

Buckeridge et al. 2000c). 

Pela ação das hidrolases, os galactomananos são desmontados até seus 

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

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

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

oligossacarídeos produzidos durante a degradação do galactomanano no 

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



 

 23

catabolizados pelas enzimas hidrolíticas, como sugerido em sementes de alface 

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

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

sacarose é produzida, sendo aparentemente responsável pelo transporte dos 

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

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

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

2000c).  

Analisando o destino dos produtos de degradação do galactomanano de 

Cyamopsis tetragonolobus, foi detectado no endosperma das sementes a 

atividade das enzimas fosfomanoisomerase e fosfoglucoisomerase, sugerindo a 

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

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

Buckeridge et al. 2000b). 

Paralelamente à degradação dos galactomananos no endosperma, ainda, 

ocorre produção e acúmulo de amido transitório nos cotilédones, posteriormente 

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

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

al. 2000a).  

Lisboa (2003) sugere, em sementes de Sesbania virgata, que existe um 

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

subseqüente produção de grandes quantidades de sacarose e amido transitório, 

devido à ação espaçada e momentânea da endo-β-mananase, que possui pH 

ótimo e ponto isoelétrico (pI) idênticos.  

Esse mecanismo teria um papel importante no controle da degradação do 

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

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

material orgânico necessário ao crescimento da plântula (Lisboa 2003). Além 

disso, há estudos que demonstram que o embrião exerce um papel importante no 
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controle da hidrólise do galactomanano (Zambou & Spyropoulos 1990, Bewley & 

Black 1994). 

 

1.5.4. Regulação da degradação dos galactomananos 
 

O endosperma das sementes de leguminosas provavelmente esteja sob 

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

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

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

ser verificada a ação indutora do ácido giberélico na degradação de 

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

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

Foi proposto, em sementes de alface (Dulson et al. 1988) e Trigonella 

foenum-graecum (Spyropoulos & Reid 1985), a existência de um inibidor(s) solúvel 

em água, provavelmente relacionado à síntese das hidrolases na camada de 

aleurona, que de alguma forma é inativado ou degradado durante a germinação, 

conseqüentemente liberando a mobilização da reserva de parede celular. 

Embora a inibição da degradação do galactomanano em endospermas de 

sementes de Trigonella foenum-graecum seja maior com o aumento do estresse 

hídrico, as atividades das hidrolases não são afetadas (Spyropoulos & Reid 1988). 

Dessa forma, esses autores concluíram que a inibição da degradação do 

galactomanano através do estresse hídrico não ocorre pela inibição da síntese 

protéica, mas pela inibição do dreno de açúcares redutores, que inibiriam a 

atividade das hidrolases, embora a síntese da endo-β-mananase e exo-β-

manosidase possam ser inibidas caso o estresse hídrico ocorra antes da 

degradação do galactomanano. 

Sabe-se que o ácido abscísico (ABA) é um potente inibidor da degradação 

do galactomanano, e está envolvido no mecanismo de regulação dessa 

mobilização em sementes de Ceratonia siliqua (Seiler 1977), alface (Halmer & 

Bewley 1979), tomate (Groot & Karssen 1992), Trigonella foenum-graecum (Reid 
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& Meier 1973, Malek & Bewley 1991, Kontos & Spyropoulos 1995) e Sesbania 

virgata (Potomati & Buckeridge 2002). 

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

atividade das enzimas hidrolíticas e modulando interações bioquímicas e 

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

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

2002). Somente quando o hormônio é lixiviado ou metabolizado, a transferência 

de carbono e energia entre os órgãos pode ser iniciada, sendo assim importante 

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

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

sementes, induzindo um retardamento temporal no processo de germinação ou 

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

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

desenvolvimento raramente germinam e, quando a germinação precoce ocorre, 

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

Hilhorst 1995, Karssen 1995).  

A presença de ABA no tegumento de algumas espécies sugere a 

participação conjunta desse hormônio com o tegumento no mecanismo de 

dormência e no processo de germinação (Bewley & Black 1994). Sementes 

mutantes de tomate deficientes em ABA apresentam um tegumento menos 

resistente contribuindo para uma germinação mais rápida do que em sementes 

selvagens, que respondem diferentemente ao estresse osmótico e à dormência, 

provavelmente devido à presença de mais camadas no tegumento (Hilhorst & 

Downie 1996, Downie et al. 1999). 

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

processo de germinação e degradação do galactomanano no endosperma de 

Sesbania virgata. Os autores verificaram o retardamento da germinação em 

presença do hormônio e, utilizando endospermas e embriões isolados, 

propuseram que o galactomanano funcionaria mais como uma reserva de água do 

que de carbono para o embrião, e que o efeito do ABA na germinação e pós-
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germinação poderia estar relacionado com absorção de água pelo embrião em 

crescimento.  

Além da modulação da absorção de água pelo embrião, todo o processo de 

degradação do galactomanano e utilização desta reserva pelo embrião seriam 

modulados pela presença do hormônio, conforme Potomati & Buckeridge (2002). 

Provavelmente em sementes de S. virgata, o ABA seja análogo às saponinas 

detectadas em sementes de Trigonella  foenum-graecum (Zambou et al. 1993). 

Porém, alguns trabalhos divergem quanto ao efeito do ABA na germinação 

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

que o potencial osmótico, entre o endosperma e o embrião, é muito mais 

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

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

1990).  

A adição de açúcares ou aminoácidos no meio de incubação das sementes 

de Arabidopsis sp. suprimem a ação inibitória do ABA, liberando a germinação 

(Garciarrubio et al. 1997, Finkelstein & Lynch 2000). Apesar de outros autores 

sugerirem no mesmo gênero que os açúcares modulam os genes de biossíntese 

de ABA, induzindo a biossíntese do hormônio e o acúmulo de ABA endógeno 

(Cheng et al. 2002, León & Sheen 2003).  

O ABA, de qualquer maneira, começa a atuar durante o desenvolvimento 

das sementes, a fim de promover a sobrevivência da planta, ocorrendo na maioria 

das espécies desde a maturação da semente, aquisição da tolerância à 

dessecação, prevenção da germinação precoce até a mobilização de reservas 

(Potomati 2000). 
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1.5.5. Anatomia do endosperma contendo galactomananos 
 
Sementes de leguminosas, contendo galactomanano, apresentam estrutura 

variada, refletindo diferentes estratégias de utilização da reserva, exercendo papel 

fundamental na adaptação e estabelecimento de diferentes plântulas nos seus 

ambientes (Buckeridge & Dietrich 1996).  

A anatomia das sementes contendo galactomanano foi primeiramente 

estudada por Nadelmann, em 1890, em sementes de Trigonella foenum-graecum. 

O endosperma presente nas sementes de leguminosas circunda todo o eixo 

embrionário, localizando-se entre o embrião (radícula e cotilédone) e o tegumento, 

podendo variar muito quanto à presença ou ausência da camada de aleurona, 

células endospérmicas vivas ou não e acúmulo de corpos protéicos ou grãos de 

aleurona (Buckeridge & Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000a).  

As sementes de Trigonella foenum-graecum e Cyamopsis tetragonolobus 

não apresentam corpos protéicos, exceto na camada de aleurona. Além disso, as 

células endospérmicas não são vivas, sendo o citoplasma reduzido durante a 

maturação, em função da deposição maciça do galactomanano nas paredes 

celulares (Reid 1971, Reid & Meier 1972, McClendon et al. 1976, Reid 1985c) (Fig. 

4B e 4D). Sementes de Trifolium incarnatum e Medicago sativa apresentam 

estrutura similar à de T. foenum-graecum e C. tetragonolobus, apresentando 

camada de aleurona repleta de corpos protéicos (Reid & Meier 1972). 

Por outro lado, nas sementes de Ceratonia siliqua as células endospérmicas 

são vivas, apresentando corpos protéicos no citoplasma, e o galactomanano pode 

ser visto como um espessamento da parede. Porém, não ocorre distinção clara 

entre o endosperma e a camada de aleurona (Seiler 1977, Buckeridge et al. 

2000a). Em sementes de Sesbania virgata as células endospérmicas são vivas e 

ocorre a presença de corpos protéicos tanto no citoplasma das células do 

endosperma como na camada de aleurona, apresentando anatomia intermediária 

entre as sementes de Ceratonia siliqua e de Trigonella foenum-graecum 

(Buckeridge & Dietrich 1996) (Fig. 4E-G). 
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Figura 4. Secções transversais de endospermas contendo galactomananos, 

obtidas de Buckeridge et al. (2000a). Fig. 4A. Schizolobium parahybum. Fig. 4B. 
Cyamopsis tetragonolobus (guar). Fig. 4C. Senna occidentalis. Fig. 4D. Trigonella 

foenum graecum (fenogrego). Fig. 4E-G. Sesbania virgata. Barra = 300µm. (CA = 

camada de aleurona, CO = cotilédones, EN = endosperma, H = haustório, GM = 

galactomanano, CP = corpos protéicos, TEG = tegumento).  
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Sementes de Schyzolobium parahybum (Vell. Conc.) S.F. Blake. 

apresentam anatomia completamente diferente: em vez da camada de aleurona, 

estas sementes apresentam células parecidas com longos haustórios, 

aparentemente imersas no endosperma contendo galactomanano, provavelmente 

responsáveis pela produção das enzimas hidrolíticas (Buckeridge et al. 2000a) 

(Fig. 4A). Segundo Nadelmann (1890), sementes de Gymnocladus canadensis 

Lam. apresentam as mesmas características anatômicas.  

Sementes de Senna occidentalis (L.) Link. apresentam grandes espaços no 

endosperma, provavelmente preenchidos com gases utilizados no 

desenvolvimento inicial do embrião em solos inundados, sendo uma adaptação 

importante para espécies de florestas tropicais (Buckeridge et al. 2000a) (Fig. 4C). 

 

1.6. A ESPÉCIE Sesbania virgata 
 

Dentre as espécies cujas sementes acumulam galactomananos, encontra-

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

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

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

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

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

1999).  

 
1.6.1. Sinônimos e nomes vulgares 

 
A espécie tem como sinônimos Aeschynomene virgata Cav., Coronilla 

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

Sesbania virgata o nome taxonomicamente correto, segundo a Lei de Prioridade 

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

“virgata”, um adjetivo latino que quer dizer “cheio de varas”, deve-se ao caule 

cilíndrico e ramificado da planta (Kissmann & Groth 1999). 
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No entanto, muitos trabalhos que se referem à degradação do 

galactomanano têm utilizado o nome de Sesbania marginata para a espécie 

estudada (Buckeridge & Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000a).  

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

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

& Groth 1999, Lisboa 2003). 

 

1.6.2. Origem e distribuição 
 

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

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

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

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

aumento no seu número de espécimes (Kissmann & Groth 1999).  

 

1.6.3. Características gerais 
 

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

podendo atingir de 2 a 4 m de altura (Fig. 5A). Pode apresentar o florescimento e 

frutificação já com 40cm de altura, com diversos surtos de florescimento por ano 

(Fig. 5B e 5C). Suas flores são pequenas e amarelas (Fig. 5D). Os frutos 

consistem em legumes indeiscentes, corticosos, subarticulados, com pseudo-

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

comprimidas, com tegumento relativamente espesso e embrião axial curvo (Fig. 

5E). A unidade de dispersão são os frutos indeiscentes, que flutuam na água 

(Kissmann & Groth 1999). 
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Figura 5. Espécime de Sesbania virgata (Cav.) Pers. Fig. 5A. Vista geral de um 

arbusto da espécie. Fig. 5B. Ramo com flor. Fig. 5C. Ramo com frutos maduros. 

Fig. 5D. Detalhe da flor. Fig. 5E. Detalhe do fruto maduro com as sementes.  
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2. OBJETIVOS 
 

O presente trabalho teve como objetivos investigar o papel do tegumento e 

do ABA durante a germinação e pós-germinação das sementes de Sesbania 

virgata (Cav.) Pers., a fim de compreender o mecanismo de controle da 

degradação do galactomanano. Para tanto buscou: 

 

• Descrever as alterações celulares e bioquímicas envolvidas na degradação 

do galactomanano durante a germinação e pós-germinação, inclusive 

aquelas relacionadas à síntese e mobilização da enzima endo-β-mananase; 

• Relacionar os mecanismos de regulação dessa mobilização ao ABA, 

identificando seus efeitos sobre o processo de germinação e pós-

germinação; 

• Detectar a presença do ABA endógeno nos diferentes tecidos da semente 

ao longo do período de germinação e pós-germinação; 

• Investigar o papel do tegumento na degradação do galactomanano, bem 

como sua relação com a liberação de ABA endógeno na germinação e pós-

germinação.  
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3. MATERIAL 
 
Foram utilizadas para o presente trabalho sementes de Sesbania virgata 

(Cav.) Pers. obtidas de frutos colhidos de diversas plantas localizadas na região 

urbana de São Bernardo do Campo, São Paulo (Fig. 6). 

 

 
 

Figura 6. Espécime de S. virgata na região urbana de São Bernardo do Campo. 

 

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias 

após a antese, baseando-se na coloração. Os frutos colhidos apresentavam 

coloração escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as 

sementes apresentavam coloração castanha, com 5 - 7,5 mm de comprimento por 

cerca de 4 mm de largura e 2,6 - 3mm de espessura, com aproximadamente 7,5% 

de teor de água e 0,07 g de matéria seca.  

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas 

percentagens de germinação (80%) até 5 anos após a coleta, se as sementes 

forem armazenadas em sacos de papel a temperatura ambiente.  
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4. MÉTODOS 
 

As sementes quiescentes foram escarificadas e incubadas sobre papel de 

filtro em placas de Petri contendo 0,5 ml de solução/semente. Como a quantidade 

de sementes por placa variou de acordo com o método utilizado, as placas de 

Petri (5 cm de diâmetro) com 5 sementes foram umedecidas na proporção de 

1:12,5 (g de papel : g de solução), enquanto as placas de Petri (9 cm de diâmetro) 

com 10 e 30 sementes foram umedecidas na proporção de 1:10 e 1:30 

respectivamente (g de papel : g de solução). Em parte das placas colocou-se 

apenas água e na outra solução de ABA 10-4 M. 

Apesar das sementes de Sesbania virgata apresentarem faixa ótima de 

germinação entre 31 e 34,6oC (Zayat 1996), as sementes foram incubadas em 

condições de 12h de luz e temperatura de 25oC. Pois, em temperaturas infra-

ótimas o processo de germinação e degradação dos galactomananos ocorre de 

forma mais lenta e todo o processo pode ser verificado com maiores detalhes.  

A cada 24 horas de incubação durante seis dias de embebição, período que 

abrange as fases de germinação e degradação total de galactomananos 

(Buckeridge & Dietrich 1996, Potomati & Buckeridge 2002), as sementes foram 

coletadas e submetidas a diferentes análises anatômicas e bioquímicas (Fig. 7). 

As sementes coletadas que não haviam germinado ou apresentavam 

desenvolvimento pós-germinativo diferente das demais foram descartadas. 
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Figura 7. Fluxograma dos métodos utilizados para as análises histológicas e 

bioquímicas. 
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4.1. ANATOMIA 
 

4.1.1. Análise histológica 
 

Sementes embebidas em água e ABA foram coletadas do segundo ao 

sexto dia após a embebição (10 sementes/placa) e fixadas em solução de FGAA 

(formaldeído, glutaraldeído, ácido acético, álcool etílico), segundo Lersten & Curtis 

(1988). Os materiais fixados foram submetidos a vácuo por aproximadamente 30 

minutos permanecendo, posteriormente, por no mínimo 48 horas na geladeira 

(4oC). Após esse prazo, os materiais foram hidratados a partir de etanol 70%, 

segundo a série alcoólica etílica decrescente, permanecendo ao final 24 horas em 

água destilada. Em seguida foram mantidas em estufa a 60oC em Polietilenoglicol 

20% (PEG 20%), cuja concentração, após cerca de 48 horas de estufa, atingia o 

nível de 100%, sendo o material submetido ao emblocamento em PEG puro 

(Freund 1970, Richter 1981). 

As sementes emblocadas foram seccionadas transversalmente em 

micrótomo de deslize, com espessura de aproximadamente 15 µm, sendo parte 

das secções obtidas com auxílio de fita adesiva transparente do tipo durex 

(Richter 1981). Após a retirada do PEG com água destilada, as secções foram 

submetidas à coloração, com vermelho congo 1% aquoso (Dop & Gautié 1928). 

As secções sem fita adesiva foram montadas em água destilada entre 

lâmina e lamínula vedadas com esmalte. Algumas das secções em fita adesiva 

foram colocadas entre lâmina e lamínula em resina Permouth, sem a retirada da 

fita adesiva. Outras foram colocadas em lâminas com Adesivo de Haupt, 

prensadas com a ajuda de duas lâminas de madeira em uma morça durante 72 

horas, posteriormente colocadas em xilol para a retirada da fita e, finalmente, 

montadas em Permouth (Haupt 1930). As secções foram observadas em 

microscópio de luz (Jena-Zeiss e Olympus BX50), com luz normal e polarizada, e 

fotografadas.  
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4.1.2. Teste do tetrazólio 
 

Sementes embebidas em água foram coletadas no segundo dia após a 

embebição e utilizadas para o teste do tetrazólio. As sementes embebidas foram 

seccionadas transversalmente e as secções submetidas à incubação com cloreto 

de 2, 3, 5 trifenil - tetrazólio a 30oC, no escuro por 36 horas (Buckeridge 1988). As 

secções foram observadas em microscópio de luz (Jena-Zeiss) e fotografadas.  

 

4.2. BIOQUÍMICA 
 
4.2.1. Atividade das enzimas hidrolíticas do galactomanano 

 
Sementes embebidas em água foram coletadas do segundo ao sexto dia 

após a embebição (5 sementes/placa) e dissecadas, separando-se o 

endotegumento e o endosperma. Os tecidos foram homogeneizados em tampão 

acetato de sódio 50 mM pH 5,0, com adição de NaCl 100 mM, e deixados em 

repouso por 15 minutos em câmara fria (5oC). Após o repouso, os extratos foram 

centrifugados a 5oC em 10.000 g e os sobrenadantes submetidos à dosagem de 

atividade enzimática.  

Para a atividade de α-galactosidase e exo-β-manosidase, os sobrenadantes 

foram ensaiados utilizando-se o substrato sintético específico p-nitrofenil-α-D-

galactopiranosídeo e p-nitrofenil-β-D-manopiranosídeo respectivamente (Reid & 

Meier 1973, Buckeridge & Dietrich 1996). Para as referidas dosagens utilizou-se 5 

µl de amostra acrescida de 10 µl de solução tampão acetato de sódio 50 mM pH 

5,0 e 10 µl do substrato específico, incubando-se por 20 minutos em banho-maria 

a 45oC. As atividades enzimáticas foram interrompidas com 1 ml de solução 

Na2CO3 0,1 N e as leituras das absorbâncias feitas em espectrofotômetro 

Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (λ) de 405 nm.  
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Para análise da atividade da endo-β-mananase, os sobrenadantes foram 

ensaiados utilizando-se o galactomanano a 1% em água destilada como substrato 

específico. Utilizou-se para a dosagem 50 µl de amostra acrescida de 50 µl de 

tampão acetato de sódio 50 mM pH 5,0 com 750 mM de galactose e 500 µl de 

substrato específico, incubando-se por 20 minutos em banho-maria a 45oC.  

A atividade enzimática foi detectada através da estimativa da viscosidade 

da mistura de incubação, ou seja, pelo tempo de escoamento medido em 

intervalos de 5 minutos, em um total de 30 minutos, utilizando uma pipeta 

graduada de 0,2 ml. A viscosidade específica (ηsp) de cada tempo foi calculada 

pela fórmula: ηsp = (t-t0/t0); onde t0 foi o tempo de escoamento do extrato 

enzimático mais o tampão, sem o galactomanano. A função logarítmica de ηsp foi 

traçada contra o tempo decorrido, fornecendo uma linha reta que permitiu o 

cálculo do número de unidades arbitrárias da atividade da endo-β-mananase como 

10 vezes o número de minutos recíprocos requeridos para ηsp dividido pela 

metade do seu valor inicial (Reid et al. 1977, Buckeridge & Dietrich 1996). 

 

4.2.2. Localização da endo-β-mananase 

 
4.2.2.1. Tissue Print 

 

Sementes embebidas em água e ABA foram coletadas do segundo ao 

quinto dia após a embebição (5 sementes/placa) e cortadas transversalmente na 

região mediana, com o auxílio de lâmina de barbear. Esses cortes foram, então, 

pressionados por aproximadamente 15 segundos sobre uma membrana de 

nitrocelulose carregada positivamente, a fim de imobilizar as proteínas da semente 

na membrana (Nonogaki et al. 2000, Hara et al. 2001). Após a remoção do tecido, 

a membrana “carimbada” passou por todo o processo de imunolocalização 

descrito a seguir, adaptado de Buckeridge & Reid (1994).  
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As membranas foram incubadas por 3 horas em solução de bloqueio 

contendo 0,1% de gelatina, 1% de BSA em tampão fosfato salino (PBS) 0,1 M pH 

7,0, contendo algumas gotas de Tween 20. Posteriormente, foram incubadas 

durante uma noite em solução contendo anti-endo-β-mananase diluído 1:200 em 

PBS, anticorpo que foi preparado em coelhos contra endo-β-mananase de 

sementes de café, gentilmente cedido pelo Dr. Jarbas Giorgini do Departamento 

de Biologia da Universidade de São Paulo (Ribeirão Preto). 

Depois da incubação com o anticorpo, as membranas foram lavadas com 

Tris-HCl 50 mM pH 7,4 quatro vezes, por dez minutos cada e, então, incubadas 

uma hora em solução contendo anti-imunoglobulina de coelho retirado de cabra, 

conjugado com peroxidase, diluído 1:200 em PBS. Após a incubação, as 

membranas foram novamente lavadas com Tris-HCl 50 mM pH 7,4 quatro vezes, 

durante dez minutos cada.  

Após a lavagem, as membranas foram mantidas em agitação constante e a 

elas foi adicionado diaminobenzidina - DAB (0,05 g em 100 ml Tris-HCl 50 mM pH 

7,4) seguido pelo peróxido de hidrogênio 0,03%. A reação foi interrompida com 

lavagem das membranas com água, podendo ser, então, visualizada a reação, 

caracterizada por granulação de cor acastanhada no tecido, que indica a presença 

da enzima endo-β-mananase. As membranas foram analisadas em 

estereomicroscópio (Olympus SZ40) e fotografadas.  

 

4.2.2.2. Immuno dot blotting 
 

Sementes embebidas em água foram coletadas do primeiro ao sexto dia 

após a embebição (30 sementes/placa) e dissecadas, separando-se o tegumento, 

endosperma, cotilédone e a radícula. Os tecidos foram homogeneizados em 

tampão Tris-HCl 50 mM pH 7,8, filtrados em  nylon e centrifugados a 5oC em 

13.000 g por 10 minutos, sendo os sobrenadantes submetidos à dosagem de 

proteínas através do método de Bradford (1976). 
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Para a referida dosagem utilizou-se 80 µl de extrato enzimático, 40 µl de 

reagente (Bio Rad) e 150 µl de água destilada. As leituras das absorbâncias foram 

feitas em Elisa (3550-UV) no comprimento de onda (λ) de 595 nm. A partir da 

dosagem de proteínas, foi retirado de cada extrato um volume correspondente a 

100 µg de proteínas, que foram liofilizados e resuspendidos em 200 µl de Tris-HCl 

50 mM pH 7,8.  

Esses extratos foram, então, aplicados a uma membrana de nitrocelulose 

carregada positivamente, em um volume correspondente à massa de 2 µg de 

proteínas (sendo para endosperma a concentração reduzida pela metade para 

facilitar a comparação, já que a atividade neste tecido é maior). A membrana foi 

incubada por 1 hora em solução de ferrocianeto de potássio 100 mM, para inibir a 

atividade da peroxidase da semente, e, então, passou por todo o processo de 

imunolocalização descrito anteriormente para tissue printing (item 4.2.2.1), 

adaptado de Buckeridge & Reid (1994). A reação, caracterizada por coloração 

acastanhada, indica a presença da enzima endo-β-mananase no extrato.  

 

4.2.2.3. Imunofluorescência 
 

Sementes embebidas em água foram coletadas no terceiro dia após a 

embebição (10 sementes) e fixadas em solução de Karnovisky (paraformaldeído e 

glutaraldeído em solução tampão de cacodilato de sódio), segundo Karnovisky 

(1965). Os materiais fixados foram submetidos a vácuo por aproximadamente 30 

minutos permanecendo, posteriormente, por no mínimo 48 horas na geladeira 

(4oC). Após esse prazo, os materiais foram hidratados a partir de etanol 70%, 

segundo a série alcoólica etílica decrescente, permanecendo ao final 24 horas em 

água destilada. Em seguida foram mantidas em estufa a 60oC em Polietilenoglicol 

20% (PEG 20%), cuja concentração, após cerca de 48 horas de estufa, atingia o 

nível de 100%, sendo o material submetido ao emblocamento em PEG puro 

(Freund 1970, Richter 1981). 
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As sementes emblocadas foram seccionadas transversalmente em 

micrótomo de deslize, com espessura de aproximadamente 15 µm e 25 µm, sendo 

parte das secções obtidas com auxílio de fita adesiva transparente do tipo durex 

(Richter 1981). Após a retirada do PEG com água destilada, as secções foram 

submetidas à técnica de imunofluorescência, adaptada de Buckeridge & Reid 

(1994), Orfila & Knox (2000) e Willats et al. (2001). Esta técnica foi similar ao 

processo de imunolocalização descrito anteriormente para tissue printing (item 

4.2.2.1), porém as secções foram incubadas em solução contendo anti-

imunoglobulina conjugado com fluoresceína, diluído 1:320 em PBS, e não houve 

adição de diaminobenzidina seguido pelo peróxido de hidrogênio 0,03% no final do 

processo. A reação, caracterizada por fluorescência verde no tecido, indica a 

presença da enzima endo-β-mananase. 

Como controle, algumas secções passaram pelo processo de bloqueio, 

porém foram incubadas somente em anti-imunoglobulina, para detecção de 

possíveis ligações não específicas do segundo anticorpo. Outras secções foram 

submetidas à mesma técnica, porém sem nenhum anticorpo, substituindo-se a 

incubação do mesmo por incubação em solução de bloqueio, visando detectar 

possível autofluorescência no material. 

As secções foram analisadas em microscópio de fluorescência (Carl Zeiss, 

Axioplan 2 - MC80DX), através de luz normal e do filtro 9 (azul), e fotografadas.  

 

4.2.3. Dosagem de ABA endógeno 
 
Sementes embebidas em água foram coletadas no primeiro e terceiro dias 

após a embebição (30 sementes/placa) e dissecadas, separando-se o tegumento, 

endosperma e embrião (cotilédone + radícula). Os tecidos separados foram 

submetidos à técnica de determinação da concentração de ABA endógeno pelo 

teste de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), adaptado de Peres 

(1998) e Santos et al. (2004).  
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As amostras, com no mínimo 1g, foram individualmente pulverizadas 

usando nitrogênio líquido e submetidas à extração com álcool, com adição de 3 ml 

de metanol por amostra e agitação por 60 horas no escuro a 4oC. Nessa etapa da 

extração foram adicionados, para cada amostra, 100 µl de ABA radiativo, como 

um padrão interno utilizado para determinar rentabilidade da extração e da 

purificação do ABA. Os extratos foram filtrados em nitrocelulose, seguidos por 

filtração em coluna Sep-Pak C-18, previamente ativada com 80% de metanol. Os 

extratos filtrados foram secos, suspendidos em água “Milli-Q” contendo 0,2 ml.L-1 

de ácido fórmico pH 3,0 e submetidos à purificação do ABA pela técnica de 

cromatografia líquida de alta performace (HPLC) numa coluna C-18 usando um 

gradiente de eluição com água “Milli-Q” contendo 0,2 ml.l-1 de ácido fórmico pH 3,0 

e metanol por 45 minutos. As frações radioativas correspondentes ao ABA foram 

reunidas, secas, metiladas com diazometano, resuspendidas em água “Milli-Q” 

contendo 0,2 g.l-1 de azida (NaN3) e distribuídas numa microplaca de 

espectrofotômetro ELISA pré-condicionada com o anticorpo específico para ABA, 

gentilmente cedido pela Dra. Helenice Mercier do Departamento de Botânica da 

Universidade de São Paulo. A concentração de ABA endógeno foi calculada 

usando a curva padrão do ABA e sua densidade óptica relativa.  

 

4.2.4. Dosagem de proteínas, α-galactosidase e açúcares redutores 

 
Sementes embebidas em água, com e sem o tegumento, foram coletadas 

do primeiro ao quarto dia após a embebição (5 sementes/placa, com três 

repetições por tratamento). Como a retirada do tegumento para o tratamento das 

sementes embebidas sem o tecido só pode ser possível após algumas horas de 

embebição, a coleta das sementes embebidas sem tegumento ocorreu somente a 

partir do segundo dia. 

As sementes coletadas foram dissecadas, separando-se o endosperma 

proximal (próximo ao tegumento), o endosperma distal (próximo ao cotilédone) e o 

tegumento das sementes embebidas com o tecido durante o experimento (Fig. 8). 
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Por esse motivo, as sementes foram coletadas somente até o quarto dia após a 

embebição, já que a degradação intensa do endosperma a partir deste período 

tornou impossível a dissecação deste tecido em proximal e distal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Semente de Sesbania virgata demonstrando a dissecação do 

endosperma em proximal e distal. Fig. 8A. Modelo esquemático de um corte 

transversal da semente. Fig. 8B. Secção transversal da semente. (TEG = 

tegumento, EP = endosperma proximal, ED = endosperma distal, COT = 

cotilédone). 

 

Os tecidos foram homogeneizados em tampão Tris-HCl 20 mM pH 7,8 e 

deixados em repouso por 30 minutos em câmara fria (5oC). Após o repouso, os 

extratos foram filtrados, centrifugados a 13.000 g por 5 minutos e os 

sobrenadantes submetidos à dosagem de proteínas, α-galactosidase e açúcares 

redutores.  

EP ED EPED C
O

T
TEG

C
O

T

TEG 8A

EDEP

TEG

COT

8B

EP ED EPED C
O

T
TEG

C
O

T

TEG 8A

EDEP

TEG

COT

8B



 

 44

Para a dosagem de proteína, utilizou-se 100 µl de amostra, 200 µl de 

reagente (Bio Rad) e 700 µl de água destilada. As leituras das absorbâncias foram 

feitas em espectrofotômetro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (λ) de 

595 nm (Bradford 1976). 

Para a análise da atividade de α-galactosidase, os sobrenadantes foram 

ensaiados utilizando-se o substrato sintético específico p-nitrofenil-α-D-

galactopiranosídeo (Reid & Meier 1973, Buckeridge & Dietrich 1996). Para a 

referida dosagem utilizou-se 10 µl de amostra acrescida de 10 µl de solução 

tampão acetato de sódio 1 M pH 5,0 e 10 µl do substrato específico, incubando-se 

por 20 minutos em banho-maria a 45oC. A atividade enzimática foi interrompida 

com 1 ml de solução Na2CO3 0,1 N e as leituras das absorbâncias feitas em 

espectrofotômetro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (λ) de 405 nm.  

Para quantificação de açúcares redutores, utilizou-se 70 µl ou 200 µl de 

amostra, dependendo do extrato, completando o volume com água para 500 µl e 

adicionando 500 µl de solução Somogyi, incubando-se por 15 minutos em banho-

maria a 100oC. Após fervura, foi acrescentado 500 µl de reagente Nelson e 1 ml 

de água e as leituras das absorbâncias feitas em espectrofotômetro Shimadzu 

(UV-1201) no comprimento de onda (λ) de 520 nm. A quantificação de açúcares 

redutores foi determinada pela quantidade de glucose liberada (Somogyi 1945). 
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5. RESULTADOS 
 

5.1. ANATOMIA 
 

5.1.1. Descrição anatômica da espécie 
 
Sementes de Sesbania virgata apresentam o tegumento dividido em três 

diferentes estratos: exotegumento, que apresenta uma camada paliçádica 

formada por macroesclereídes alongados; mesotegumento, que apresenta uma 

camada de células colunares com as extremidades distais dilatadas e constrição 

mediana, denominadas osteoesclereídes; endotegumento, que apresenta um 

número variável de camadas de células parenquimáticas, alongadas 

periclinalmente à superfície (Fig. 9 e 10).  

Internamente ao tegumento encontra-se a camada mais externa do 

endosperma, a camada de aleurona, com células isodiamétricas (Fig. 9, 11 e 12). 

Os demais estratos celulares do endosperma apresentam células com paredes 

espessas devido ao acúmulo de galactomanano (Fig. 9 e 11). Corpos protéicos 

podem estar presentes na camada de aleurona e nas demais células do 

endosperma, conferindo ao citoplasma um aspecto denso, dependendo da fase 

em que a semente se encontra durante o processo de germinação e pós-

germinação (Fig. 9, 11 e 12). O embrião encontra-se internamente ao endosperma 

(dado não apresentado). 

 

5.1.2. Teste do tetrazólio no tegumento 
 

Através do resultado do teste do tetrazólio detectou-se a presença de 

células vivas no endotegumento das sementes da espécie em estudo (Fig. 13). A 

coloração vermelha indica a presença de desidrogenase da cadeia respiratória e, 

portanto, que o tecido correspondente está vivo (Delouche et al. 1962). 
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Figura 9 a 13. Fotomicrografias de secções transversais de sementes de 

Sesbania virgata coradas com Vermelho Congo. Fig. 9. Tegumento, apresentando 

o exotegumento (ex), o mesotegumento (me) e o endotegumento (en), camada de 

aleurona (∗) e demais estratos celulares do endosperma (e), apresentando corpos 

protéicos ( ) e paredes espessas. Fig. 10. Detalhe do tegumento, destacando os 

macroesclereídes no exotegumento (ex) e os osteoesclereídes no mesotegumento 

(me), em luz normal (Fig. 10A) e luz polarizada (Fig. 10B). Fig. 11 e 12. Detalhe 

da camada de aleurona (∗) e do endosperma (e) em diferentes fases da pós-

germinação, com presença (Fig. 11) ou ausência (Fig. 12) de corpos protéicos 

( ). Fig. 13. Detalhe do tegumento destacando resultado positivo do tetrazólio ( ) 

em células do endotegumento (en). Barra = 84 µm (Fig. 9). Barra = 34 µm (Fig. 

10). Barra = 22 µm (Fig. 11). Barra = 40 µm (Fig. 12). Barra = 86 µm (Fig. 13A). 

Barra = 42 µm (Fig. 13B). 
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5.1.3. Degradação do galactomanano 
 

Os resultados mostraram que até o terceiro dia após a embebição, em água 

ou ABA, o endosperma apresentou-se praticamente intacto, com paredes 

celulares espessas devido à presença do galactomanano e conteúdo 

citoplasmático corado intensamente devido à presença de corpos protéicos, tanto 

na camada de aleurona como nos demais estratos de células do endosperma (Fig. 

14 a 17).  

A partir do terceiro dia a degradação do galactomanano teve início em 

sementes embebidas em água, sendo intensa no quarto dia após a embebição 

com presença de espaços intracelulares e desestruturação do endosperma em 

todas as camadas deste tecido, até mesmo perto da camada de aleurona, onde o 

conteúdo citoplasmático já se encontra hialino pela ausência de corpos protéicos 

assim como no endosperma (Fig. 18). Entretanto, sob o efeito do ABA exógeno a 

degradação da reserva não foi intensa como em água no quarto dia após a 

embebição, ocorrendo apenas o início da formação de espaços celulares nas 

camadas do endosperma, podendo-se visualizar, ainda, citoplasma densamente 

corado devido à presença de corpos protéicos, inclusive na camada de aleurona 

(Fig. 19).  

No quinto dia após a embebição, tanto em água como em ABA, a 

degradação do galactomanano foi intensa, com ausência de corpos protéicos por 

todo o tecido, inclusive na camada de aleurona, não ocorrendo mais diferenças 

estruturais entre as sementes embebidas nesses dois meios (Fig. 20 e 21). Como 

decorrência desse processo, total degradação das paredes das células do 

endosperma foi observada no sexto dia, com desestruturação e redução da 

espessura deste tecido (Fig. 22 e 23). 
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5.2. BIOQUÍMICA 
 
5.2.1. Atividade das enzimas hidrolíticas do galactomanano 
 

No endotegumento a atividade da α-galactosidase se apresentou elevada 

no segundo dia após a embebição, com um pequeno aumento no terceiro dia 

seguido por diminuição da atividade durante o decorrer dos dias (Fig. 24A).  

No endosperma a atividade da enzima apresentou-se nula no segundo dia 

após a embebição, seguida por um pico de atividade no terceiro dia, que 

decresceu e se manteve constante do quarto ao quinto dias, tornando-se nula 

novamente no sexto dia após a embebição, como no endotegumento (Fig. 24A). 

As atividades da α-galactosidase no endotegumento e no endosperma 

apresentaram, dessa forma, diferenças significativas principalmente até o quarto 

dia após a embebição, com taxas maiores de atividade da α-galactosidase no 

endotegumento (Fig. 24A).  

As curvas de atividade da endo-β-mananase no endotegumento e no 

endosperma, diferentemente da α-galactosidase, foram similares (Fig. 24B). Em 

ambos os tecidos a atividade da enzima apresentou-se nula no segundo dia após 

a embebição, aumentando durante o decorrer dos dias, ocorrendo somente um 

pequeno atraso na curva de atividade da enzima no endosperma, que apresentou 

pico de atividade ao redor do quinto dia, enquanto o endotegumento apresentou 

pico ao redor do quarto dia após a embebição (Fig. 24B). 

Devido ao atraso da curva de atividade no endosperma, o endotegumento 

apresentou maior atividade da endo-β-mananase até o quarto dia, enquanto o 

endosperma apresentou maior atividade que o endotegumento somente no quinto 

dia após a embebição (Fig. 24B). No sexto dia após a embebição, a atividade da 

endo-β-mananase foi similar em ambos os tecidos, apresentando baixa atividade 

(Fig. 24B). 
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Figura 14 a 23. Imagens digitalizadas de secções transversais de sementes de 

Sesbania virgata coradas com Vermelho Congo. Fig. 14 e 15. Segundo dia após a 

embebição em água (Fig. 14A e 14B) e em ABA (Fig. 15). Fig. 16 e 17. Terceiro 

dia após a embebição em água (Fig. 16A e 16B) e em ABA (Fig. 17). Fig. 18 e 19. 
Quarto dia após a embebição em água (Fig. 18A e 18B) e em ABA (Fig. 19). Fig. 
20 e 21. Quinto dia após a embebição em água (Fig. 20A e 20B) e em ABA (Fig. 

21A e 21B). Fig. 22 e 23. Sexto dia após a embebição em água (Fig 22) e em ABA 

(Fig. 23). Barra = 150 µm (Fig. 14A, 16A, 18A, 20A, 21B). Barra = 100 µm (Fig. 

14B, 15, 16B, 17, 18B, 19, 20B, 21A, 22, 23). (  = espaços celulares). 
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Figura 24. Atividade da α-galactosidase (A), endo-β-mananase (B) e exo-β-

manosidase (C) no endotegumento ( ) e no endosperma ( ) de sementes de 

Sesbania virgata, do segundo ao sexto dia após a embebição em água.  
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A atividade da exo-β-manosidase também foi baixa no segundo dia após a 

embebição, tanto no endotegumento como no endosperma, apresentando um 

aumento de atividade em ambos os tecidos até o terceiro dia, com pico de 

atividade bem maior no endosperma do que no endotegumento (Fig. 24C).  

A partir do terceiro dia a atividade da exo-β-manosidase diminui em ambos 

os tecidos, porém no endotegumento a atividade tornou-se nula no quinto e sexto 

dias após a embebição, enquanto no endosperma a baixa atividade da enzima se 

manteve constante a partir do quarto dia (Fig. 24C). Assim, a atividade da exo-β-

manosidase apresentou um comportamento similar e paralelo entre o 

endotegumento e o endosperma, diferentemente da α-galactosidase e da endo-β-

mananase, apresentando somente uma atividade maior no endosperma em 

alguns dias (Fig. 24C). 

 

5.2.2. Localização da endo-β-mananase 

 
 5.2.2.1. Tissue printing 
 

A enzima pode ser localizada através da reação cruzada entre o anticorpo 

anti-endo-β-mananase de café e a endo-β-mananase de Sesbania virgata, 

caracterizada por granulação de cor acastanhada (Fig. 25 a 28). 

No segundo dia após a embebição, tanto em água como em ABA, a enzima 

foi localizada em todos os tecidos da semente, apresentando reação acentuada e 

distribuída por todo o cotilédone, endosperma e tegumento (Fig. 25). No terceiro 

dia após a embebição, tanto em água como em ABA, a endo-β-mananase ocorreu 

principalmente nos cotilédones, com pouca localização no tegumento (Fig. 26). Já 

no endosperma ocorreu diminuição da enzima em sementes embebidas em água, 

estando presente somente em parte do tecido, enquanto em presença do ABA 

exógeno esta pode ser localizada praticamente por todo o endosperma (Fig. 26).  
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Figura 25 a 28. Tissue printing de cortes transversais de sementes de Sesbania 

virgata, localizando a endo-β-mananase. Fig. 25. Segundo dia após a embebição 

em água (Fig. 25A) e em ABA (Fig. 25B). Fig. 26. Terceiro dia após a embebição 

em água (Fig. 26A) e em ABA (Fig. 26B). Fig. 27. Quarto dia após a embebição 

em água (Fig. 27A) e em ABA (Fig. 27B). Fig. 28. Quinto dia após a embebição 

em água (Fig. 28A) e em ABA (Fig. 28B).  Barra = 1mm (Fig. 25 a 28). (c = 

cotilédone, e = endosperma, t = tegumento,  = reação que caracteriza a 

presença da endo-β-mananase). 
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A endo-β-mananase continuou presente no quarto dia após a embebição 

nos cotilédones, tanto em água como em ABA, e ainda em parte do tegumento 

(Fig. 27). No endosperma a diferença entre sementes embebidas em água e em 

ABA pode ser observada novamente, já que em água a enzima praticamente 

desapareceu no tecido, enquanto na presença do ABA a reação se apresentou 

praticamente como no terceiro dia, podendo ser visualizada a presença da enzima 

por todo o endosperma (Fig. 27). 

No quinto dia após a embebição a endo-β-mananase continuou presente 

nos cotilédones, tanto em água como em ABA, assim como em parte do 

tegumento, apresentando apenas reação um pouco maior no tegumento em 

presença do ABA exógeno (Fig. 28). No endosperma não ocorreram mais 

diferenças significativas entre as sementes embebidas em água e em ABA, 

ocorrendo diminuição drástica da endo-β-mananase no endosperma de sementes 

embebidas em ABA (Fig. 28).  

 

5.2.2.2. Immuno dot blotting 
 

Da mesma maneira como no tissue printing, a endo-β-mananase foi 

localizada através da reação cruzada entre o anticorpo anti-endo-β-mananase de 

café e a endo-β-mananase de Sesbania virgata, caracterizada por coloração 

acastanhada (Fig. 29).  

A endo-β-mananase esteve presente na radícula e no cotilédone desde o 

primeiro dia até o sexto dia após a embebição, apresentando um aumento da 

enzima a partir do quarto dia, com grande intensidade no sexto dia após a 

embebição em ambos os tecidos (Fig. 29). 

No endosperma não foi possível a detecção da endo-β-mananase no 

primeiro dia após a embebição, já que o extrato do tecido referente a este período 

não pode ser aplicado na membrana de nitrocelulose devido ao problema de 

viscosidade causado pela presença do galactomanano no tecido. Dessa forma, a 
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enzima só pode ser detectada no endosperma a partir do segundo dia após a 

embebição, embora primeiramente com baixa intensidade (Fig. 29). No terceiro e 

quarto dias após a embebição a presença da endo-β-mananase aumentou, 

principalmente no quarto dia, mantendo uma intensidade alta no quinto e sexto 

dias após a embebição (Fig. 29). 

No tegumento a presença da endo-β-mananase foi maior no primeiro e 

segundo dias após a embebição, apresentando uma diminuição gradual do 

terceiro dia até o sexto dia após a embebição, quando praticamente desaparece 

(Fig. 29).  

 

 
 

Figura 29. Immuno dot blotting da radícula, cotilédone, endosperma e tegumento 

de sementes de Sesbania virgata, localizando a endo-β-mananase do primeiro ao 

sexto dia após a embebição em água. (X = não pode ser aplicado o extrato devido 

à viscosidade da amostra, ½ = concentração reduzida pela metade). 
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5.2.2.3. Imunofluorescência 
 

Assim como no tissue printing e immuno dot blotting, a endo-β-mananase 

foi localizada através da reação cruzada entre o anticorpo anti-endo-β-mananase 

de café e a endo-β-mananase de Sesbania virgata, porém caracterizada por 

fluorescência verde presente no tecido (Fig. 30 a 32). 

Para se ter certeza da presença da enzima nos tecidos através da 

imunofluorescência, foi utilizado um controle sem qualquer tipo de anticorpo para 

verificar possível autofluorescência nos tecidos. Através desse controle observou-

se que todas as camadas celulares do endosperma, inclusive a camada de 

aleurona, apresentaram autofluorescência nos corpos protéicos presentes no 

citoplasma das células, o que impossibilitou a localização da enzima neste tecido 

(Fig. 30).  

Como o tegumento foi o único tecido que não apresentou essa 

autofluorescência, a endo-β-mananase pode ser localizada no tecido, estando 

presente praticamente em todos os estratos do tegumento, associada à parede 

celular dos macroesclereídes do exotegumento, osteoesclereídes do 

mesotegumento e células parenquimáticas do endotegumento (Fig. 30 a 32). 

Entretanto, a localização da enzima foi mais abundante no mesotegumento, 

estando presente na superfície das paredes celulares da maioria dos 

osteoesclereídes, voltada para as cavidades presentes no tecido, ocorrendo em 

grande intensidade próximo ao exotegumento (Fig. 31 e 32).  

Além do controle já mencionado a presença da enzima no tegumento pode 

ser confirmada através de um segundo controle, utilizando-se somente o anticorpo 

conjugado com a substância fluorescente para verificar possíveis ligações não 

específicas do anticorpo, que não ocorreram no tecido (dado não apresentado). 
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5.2.3. Dosagem de ABA endógeno 
 
No primeiro dia após a embebição, o tegumento apresentou a maior 

concentração de ABA endógeno quando comparado com os outros tecidos, em 

torno de 10,95 nmol.g-1 de massa fresca, sendo o embrião o tecido com menor 

concentração do hormônio, em torno de 0,01 nmol.g-1 de massa fresca (Fig. 33). 
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Figura 33. Dosagem de ABA endógeno (nmol.g-1 de massa fresca) em diferentes 

tecidos da semente de Sesbania virgata no primeiro e terceiro dia após embebição 

em água. (TEG = tegumento, END = endosperma, EMB = embrião). As barras 

representam ± erro padrão da média de duas repetições da mesma amostra.  

 

Já no terceiro dia após a embebição, a concentração do hormônio 

aumentou no embrião, que obteve a maior concentração de ABA endógeno 

quando comparado com os outros tecidos, em torno de 6,46 nmol.g-1 de massa 

fresca, embora aparentemente menor do que a concentração encontrada no 

tegumento no primeiro dia (Fig. 33).  
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Figura 30 a 32. Imunofluorescência de secções transversais de sementes de 

Sesbania virgata, localizando a endo-β-mananase no terceiro dia após a 

embebição em água. A. Luz normal. B. Fluorescência. Fig. 30. Controle sem 

nenhum anticorpo. Fig. 31 e 32. Tratamento com os dois anticorpos, com detalhe 

do tegumento (Fig. 32). Barra = 87 µm (Fig. 30 e 31). Barra = 43 µm (Fig. 32).    

(cp = corpos protéicos, e = endosperma, en = endotegumento, ex = exotegumento, 

me = mesotegumento, ∗ = camada de aleurona,  = reação que caracteriza a 

presença da endo-β-mananase). 
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No tegumento a concentração do hormônio diminui, ficando ao redor de 

2,83 nmol.g-1 de massa fresca, enquanto no endosperma ocorreu apenas um 

pequeno aumento na concentração de ABA, aproximadamente de 0,1 para 0,3 

nmol.g-1 de massa fresca, sendo o tecido com menor concentração do hormônio 

no terceiro dia (Fig. 33).  

A diferença de concentração do ABA entre os tecidos foi maior no primeiro 

dia após a embebição, devido à alta concentração de hormônio presente no 

tegumento e baixa concentração no embrião (Fig. 33). Já a concentração total de 

hormônio na semente entre os dias de embebição não apresentou muita 

diferença, ficando ao redor dos 10 nmol.g-1 de massa fresca. 
 

5.2.4. Papel do tegumento 
 

5.2.4.1. Mobilização de proteínas solúveis 
 
No primeiro e segundo dias após a embebição, tanto o endosperma 

proximal como o distal de sementes embebidas com o tegumento, apresentaram 

teores de proteínas similares (Tabela 1). Porém, no terceiro dia após a embebição 

o endosperma proximal apresentou teores de proteínas mais altos que o 

endosperma distal, atingindo valores similares a este tecido somente no quarto 

dia, onde ambos os endospermas sofreram diminuição nos teores protéicos 

(Tabela 1).  

Os teores de proteínas no tegumento das sementes embebidas com este 

tecido apresentaram-se praticamente constante durante todo o decorrer do 

processo, com pequeno aumento entre o primeiro e segundo dias após a 

embebição (Tabela 1). 
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Tabela 1. Dosagem de proteínas (mg de proteína.g-1 de massa fresca), atividade 

de α-galactosidase (µmol de galactose.min-1.g-1 de massa fresca) e quantificação 

de açúcares redutores (mg de equivalente em glucose.g-1 de massa fresca) em 

diferentes tecidos da semente de Sesbania virgata, do primeiro ao quarto dia após 

a embebição em água com e sem tegumento. (TEG = tegumento, ENDp = 

endosperma proximal, ENDd = endosperma distal, ⎯ = não determinado). 

 

EMBEBIÇÃO  
COM TEGUMENTO 

EMBEBIÇÃO  
SEM TEGUMENTO Dias após a 

embebição 
TEG ENDp ENDd ENDp ENDd 

proteínas 

1 1,65aA 2,48aB 2,65aB ⎯ ⎯ 

2 1,97aB 3,15bC 3,09bB 3,68bB 3,30bB 

3 2,27cB 3,73dC 2,30cB 1,77bA 1,22aA 

4 2,35bB 1,13aA 0,91aA 1,31aA 0,77aA 

α-galactosidase 

1 0,13aB 0,47bA 0,68cA ⎯ ⎯ 

2 0,10aA 0,30aA 0,34aA 1,67bA 1,73bA 

3 0,21aC 5,50cB 5,24bB 6,82dB 7,71dB 

4 0,26aC 10,81cC 7,18bB 16,59dC 11,91cC 

 açúcares redutores 

1 0,32bA 0,03aA 0,05aA ⎯ ⎯ 

2 0,24bA 0,03aA 0,02aA 0,11aA 0,11aA 

3 0,29aA 0,55bB 0,48bB 1,93cB 2,10cB 

4 0,29aA 0,66bB 0,75bC 2,36cC 2,17cB 

Os valores representam a média de três repetições. Médias seguidas pela mesma letra, 

minúscula na linha e maiúscula na coluna, não diferem entre si pelo teste de LSD a 0,5%.  
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Nas sementes embebidas sem o tegumento o endosperma proximal e o 

distal apresentaram variação similar do teor de proteínas no decorrer dos dias, 

apresentando diminuição significativa dos teores protéicos já no terceiro dia após 

a embebição (Tabela 1). Assim como nas sementes embebidas com tegumento, o 

endosperma proximal apresentou um valor mais alto de proteínas do que o distal 

somente no terceiro dia após a embebição, porém com teores protéicos bem 

menores, apresentando aproximadamente metade da quantidade de proteínas 

verificada nos endospermas das sementes embebidas com tegumento (Tabela 1).  

Dessa forma, sementes embebidas com tegumento e sem tegumento não 

apresentaram uma variação no teor de proteínas muito diferente entre o 

endosperma proximal e o distal, exceto no terceiro dia após a embebição, quando 

o endosperma distal apresentou quantidades menores de proteínas do que o 

endosperma proximal, principalmente nas sementes embebidas com tegumento 

(Tabela 1). Ainda no terceiro dia, as sementes embebidas sem tegumento 

apresentaram teores protéicos bem menores do que os do endosperma de 

sementes embebidas com tegumento, sugerindo um adiantamento da mobilização 

na ausência do tecido, com quantidades similares de proteínas entre os 

tratamentos somente no quarto dia após a embebição (Tabela 1).  

 

5.2.4.2. Atividade de α-galactosidase 

 
Para verificar o efeito do tegumento na degradação do galactomanano 

através das enzimas hidrolíticas, a atividade da α-galactosidase foi utilizada como 

marcadora, por apresentar atividade anterior a endo-β-mananase e a exo-β-

manosidase, iniciando o processo de degradação, e devido à dosagem de sua 

atividade ser de fácil obtenção quando comparada com a da endo-β-mananase. 

No primeiro dia após a embebição, as sementes embebidas com tegumento 

apresentaram atividade da α-galactosidase maior na região distal do endosperma 

do que na proximal, atingindo atividade similar à encontrada no endosperma 

proximal somente no segundo dia após a embebição (Tabela 1). No terceiro dia 
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após a embebição ambos os tecidos apresentaram aumento da atividade de α-

galactosidase, porém o endosperma proximal apresentou atividade maior que o 

endosperma distal (Tabela 1). Essa diferença entre os endospermas foi maior no 

quarto dia após a embebição, já que a atividade da α-galactosidase aumentou 

ainda mais no endosperma proximal (Tabela 1).  

O tegumento apresentou variação similar à do endosperma proximal e 

distal, embora as taxas de atividade tenham sido bem menores que as 

encontradas no endosperma (Tabela 1). A atividade da α-galactosidase nesse 

tecido foi alta no primeiro dia, seguida por diminuição no segundo dia e aumento 

de atividade no terceiro, onde permaneceu constante até o quarto dia após a 

embebição (Tabela 1). 

Nas sementes embebidas sem o tegumento, a atividade da α-galactosidase 

foi crescente durante os dias após a embebição, tanto no endosperma proximal 

como no distal (Tabela 1). Ambos os tecidos apresentaram atividades similares no 

segundo dia e terceiro dia após a embebição, enquanto no quarto dia a atividade 

da α-galactosidase foi bem maior no endosperma proximal quando comparada 

com o endosperma distal (Tabela 1).  

Essa diferença de atividade da α-galactosidase entre o endosperma 

proximal e distal no quarto dia após embebição, com maior atividade no 

endosperma proximal, foi maior nas sementes embebidas sem o tegumento 

(Tabela 1). Assim como a atividade da enzima em ambos os tecidos foi mais alta 

durante todos os dias após a embebição na ausência do tegumento, 

principalmente no segundo dia, onde os endospermas das sementes embebidas 

sem tegumento apresentaram atividades da α-galactosidase cinco vezes maiores 

do que naquelas embebidas com tegumento, sugerindo controle do tegumento na 

atividade da enzima (Tabela 1). 
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5.2.4.3. Níveis de açúcares redutores 
   

No primeiro e segundo dias após a embebição, as sementes embebidas 

com tegumento apresentaram quantidades de açúcares redutores constantes e 

similares entre os endospermas proximais e distais (Tabela 1). No terceiro dia 

após a embebição, os endospermas apresentaram um aumento nessa 

quantidade, tanto no endosperma proximal como no distal, não ocorrendo 

novamente diferenças significativas entre os tecidos (Tabela 1). Essa quantidade 

de açúcares redutores se manteve praticamente constante até o quarto dia após a 

embebição, apresentando apenas um pequeno aumento no endosperma distal, 

que apesar disso continuou com quantidade de açúcar similar à região proximal 

(Tabela 1).  

A quantidade de açúcar redutor presente no tegumento se manteve 

constante durante todos os dias após a embebição, com quantidades menores 

que nos endospermas a partir do terceiro dia após a embebição (Tabela 1). 

Nas sementes embebidas sem o tegumento a quantidade de açúcares 

redutores também foi similar entre o endosperma proximal e o distal no segundo 

dia após a embebição, apresentando valores similares, inclusive, àqueles dos 

endospermas das sementes embebidas com tegumento (Tabela 1). No terceiro dia 

após a embebição também ocorreu o aumento de açúcares redutores, tanto no 

endosperma proximal como no distal, que se manteve praticamente constante no 

quarto dia após a embebição, com pequeno aumento somente no endosperma 

proximal, que apesar disso continuou com quantidade de açúcar similar ao 

endosperma distal (Tabela 1).  

Assim, a quantidade de açúcares redutores foi similar entre o endosperma 

proximal e distal durante todos os dias após a embebição, tanto nas sementes 

embebidas com tegumento como nas sementes embebidas sem tegumento 

(Tabela 1). Por outro lado, o aumento de açúcares redutores no terceiro dia foi 

maior nos endospermas das sementes embebidas sem o tegumento, com níveis 

de açúcares aproximadamente quatro vezes maiores do que naquelas sementes 
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embebidas com tegumento, inclusive no quarto dia após a embebição, sugerindo a 

participação do tegumento no controle de degradação do galactomanano (Tabela 

1). 

 

6. DISCUSSÃO 
 

6.1. ANATOMIA 
 

6.1.1. Descrição anatômica da espécie 
 

A anatomia do tegumento e endosperma da semente de Sesbania virgata 

descrita nesse trabalho tornou-se necessária não apenas para ampliar e 

aprofundar o conhecimento anterior mas, também, para auxiliar a compreensão 

dos diversos processos relacionados às etapas de degradação do galactomanano, 

como mecanismos enzimáticos e mecanismo de controle hormonal, auxiliando, 

inclusive, na avaliação do papel dos tecidos nesses processos durante o período 

de germinação e pós-germinação das sementes.  

Sementes de Sesbania virgata haviam sido descritas anteriormente por 

Buckeridge & Dietrich (1996) e Potomati & Buckeridge (2002), principalmente com 

detalhes do endosperma e camada de aleurona, mas o tegumento ainda não 

havia sido descrito como foi feito no presente trabalho. Entretanto, em outras 

espécies de leguminosas, esse tecido já foi descrito por Beltrati & Paoli (1989), 

Aqüila (1995), Melo-Pinna et al. (1999) e Santos (2002). Morfologias semelhantes 

àquela de S. virgata foram encontradas nessas espécies, com o tegumento 

dividido em três diferentes estratos (exotegumento, mesotegumento e 

endotegumento) (Fig. 9 e 10).  

Baseado na anatomia do tegumento e de acordo com o teste do tetrazólio, 

as células do endotegumento da espécie em estudo estão vivas (Fig. 13). A 

atividade respiratória encontrada em parte do tegumento foi uma importante 

descoberta nessa espécie, já que as células do endosperma e da camada de 
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aleurona haviam sido confirmadas como vivas por Buckeridge & Dietrich (1996), 

mas as células do tegumento eram tidas como mortas por Buckeridge (1988).  

Em algumas espécies já tem sido verificada a expressão de genes no 

tegumento, principalmente durante o desenvolvimento, o que indica a presença de 

células vivas no tecido dessas espécies (Tranbarger & Misra 1996, Devic et al. 

1999, Percy et al. 1999, Dong et al. 2004). Em sementes de Nicotiana tabacum L. 

(tabaco) sugere-se, inclusive, a presença de uma camada parenquimática viva no 

tegumento interno, através do estudo com um gene promotor da expressão de 

GUS no tecido (Matzke et al. 1993).  

O endosperma de sementes de Sesbania virgata apresentou o 

galactomanano presente na parede celular (Fig. 9 e 11), como observado também 

por Buckeridge & Dietrich (1996) e Potomati & Buckeridge (2002). Os primeiros 

autores sugeriram esse polissacarídeo como sendo a principal reserva do 

endosperma, mas demonstraram que outros compostos de reserva, os 

oligossacarídeos da série rafinósica e os corpos protéicos estavam presentes no 

endosperma, porém no citoplasma das células. Segundo os mesmos autores os 

corpos protéicos podem ser visualizados tanto no citoplasma de células do 

endosperma como na camada de aleurona, porém esta presença depende da fase 

em que a semente se encontra durante o processo de germinação e pós-

germinação, como pode ser observado na Fig. 11 e 12.  

Morfologia semelhante ao endosperma foi observada em outras 

leguminosas, como em Ceratonia siliqua, embora não apresente distinção clara 

entre a camada de aleurona e o endosperma (Seiler 1977, Buckeridge & Dietrich 

1996, Buckeridge et al. 2000a). Por outro lado, há espécies que apresentaram 

anatomia diferente, como Trigonella foenum-graecum e Cyamopsis 

tetragonolobus, com células não-vivas, completamente preenchidas com 

galactomanano e sem corpos protéicos, com exceção da camada de aleurona 

(Reid 1971, McClendon et al. 1976). Potomati & Buckeridge (2002) afirmaram que 

a morfologia de sementes de Sesbania virgata seria mais parecida com a de 

Trigonella foenum-graecum e Cyamopsis tetragonolobus do que com a Ceratonia 
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siliqua, devido à ausência de distinção entre a camada de aleurona e o 

endosperma na última espécie. Outras leguminosas, ainda, apresentaram 

anatomia completamente distinta da apresentada em S. virgata, como 

Schyzolobium parahybum, Gymnocladus canadensis e Senna occidentalis 

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

Desse modo, as sementes de leguminosas que contêm galactomananos no 

endosperma podem apresentar ou não a camada de aleurona, as células 

endospérmicas podem estar vivas ou não, bem como podem apresentar diferentes 

mecanismos de degradação de tais açúcares (Buckeridge & Dietrich 1996, 

Buckeridge et al. 2000b). Essas características anatômicas variadas parecem 

refletir diferentes estratégias de utilização da reserva e adaptações das espécies 

em diferentes condições do ambiente durante seu estabelecimento (Buckeridge & 

Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000a).  

 

6.1.2. Degradação do galactomanano 
  

Analisando anatomicamente as sementes de Sesbania virgata durante o 

período germinativo e pós-germinativo, foi possível entender melhor o processo de 

degradação do galactomanano, observando as diferenças anatômicas existentes 

durante esses períodos inclusive sob o efeito do ABA. Torna-se necessário 

ressaltar que em um contexto fisiológico e bioquímico, a germinação compreende 

apenas o conjunto de eventos que ocorre durante a embebição da semente e se 

estende até a protrusão da radícula, que ocorre em sementes de S. virgata até o 

segundo dia após a embebição (Bewley & Black 1994, Potomati & Buckeridge 

2002).  

Verificou-se que o início da degradação do galactomanano ocorreu 

somente no período pós-germinativo, entre o terceiro e quarto dias após a 

embebição em água, sendo a degradação intensa no quarto dia com 

desaparecimento dos corpos protéicos inclusive na camada de aleurona (Fig. 16 e 

18). Segundo McCleary (1983), Buckeridge & Dietrich (1996) e Buckeridge et al. 
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(2000b) o galactomanano é completamente hidrolisado somente após a 

germinação (protrusão da radícula), sendo observado por Buckeridge & Dietrich 

(1996) que a degradação intensa do galactomanano em sementes de Sesbania 

virgata ocorre entre o terceiro e quarto dias após a embebição, o que corrobora as 

observações feitas nesse trabalho. 

Em presença do ABA exógeno observou-se um retardamento no processo 

de degradação do galactomanano, que teve seu início somente a partir do quarto 

dia, com degradação intensa no quinto dia após a embebição (Fig. 19 e 21). 

Segundo Potomati & Buckeridge (2002), o ABA aplicado exogenamente retarda a 

degradação do galactomanano, o que corrobora as observações feitas no 

presente trabalho. A degradação intensa no quinto dia após a embebição, 

observada no endosperma de sementes embebidas com o hormônio, assemelhou-

se às sementes embebidas em água, não ocorrendo mais diferenças anatômicas 

a partir desse período em presença do ABA, provavelmente porque o hormônio 

deve ter sido lixiviado ou metabolizado, permitindo o processo de degradação (Fig. 

20 a 23).  

Como decorrência da degradação completa do galactomanano, no sexto 

dia após a embebição, ocorreu desestruturação total e redução da espessura do 

endosperma, permitindo o crescimento e desenvolvimento do embrião (Fig. 22 e 

23). Em sementes de Trigonella foenum-graecum observou-se também redução 

do endosperma após a degradação completa do polímero (Reid 1971). 

Como observado nas secções histológicas, a degradação do 

galactomanano ocorreu por todo o endosperma irregularmente, não corroborando 

com as observações feitas por Reid (1971) em sementes de Trigonella foenum-

graecum. Nessas sementes a mobilização do endosperma ocorre inicialmente na 

região próxima ao tegumento, junto à camada de aleurona, dirigindo-se 

posteriormente à região do embrião, sugerindo a secreção das enzimas 

hidrolíticas, ou de seus ativadores, pela camada de aleurona (Reid 1971).  

Esse padrão de degradação do galactomanano, observado em sementes 

de T. foenum-graecum, ocorre provavelmente devido à ausência de células vivas 
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no endosperma, não sendo possível a degradação irregular por todo o tecido 

como nas sementes de Sesbania virgata, já que as enzimas são liberadas 

somente pelas células vivas da camada de aleurona causando a zona de 

dissolução do polissacarídeo no endosperma (Reid 1971). 

 

6.2. BIOQUÍMICA 
 
6.2.1. Atividade das enzimas hidrolíticas do galactomanano 
 

Para compreender melhor a degradação do galactomanano, o mecanismo 

enzimático e investigar os tecidos provavelmente responsáveis pela produção das 

enzimas relacionadas à degradação, foram acompanhadas as atividades das três 

enzimas hidrolíticas durante a germinação e pós-germinação, paralelamente no 

tegumento (endotegumento) e no endosperma, sendo o último supostamente 

responsável pela síntese das enzimas hidrolíticas.  

A atividade da α-galactosidase apresentou-se elevada no endotegumento 

no período germinativo, enquanto no endosperma a atividade foi nula, ocorrendo o 

início de atividade somente a partir do segundo dia após a embebição, durante o 

processo pós-germinativo, onde ocorre a degradação do galactomanano e, 

portanto, ação da enzima no endosperma (Fig. 24A).  

O pico de atividade da enzima, tanto no endotegumento como no 

endosperma, ocorreu no terceiro dia após a embebição durante o processo pós-

germinativo (Fig. 24A). Buckeridge & Dietrich (1996) detectaram na mesma 

espécie o alcance máximo de atividade da α-galactosidase no quinto dia após a 

embebição, só que em endosperma com o tegumento, não podendo ser 

comparado com a atividade detectada no presente trabalho, que utilizou o 

tegumento e o endosperma separadamente. 

A presença de atividade máxima da α-galactosidase no endosperma ao 

redor do terceiro dia deve estar relacionada com o início da degradação do 

galactomanano que ocorre entre o terceiro e quarto dias após a embebição, como 
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sugerido por Buckeridge & Dietrich (1996) e observado nas seções histológicas 

(Fig. 16, 18 e 24A). Já a atividade constante da enzima encontrada no 

endosperma, entre o quarto e quinto dias após a embebição, deve estar 

relacionada com a degradação intensa do galactomanano observada nas secções 

histológicas neste mesmo período (Fig. 18, 20 e 24A).  

A endo-β-mananase, assim como a α-galactosidase no endosperma, 

apresentou o início da atividade a partir do segundo dia após a embebição, 

durante o período pós-germinativo, apresentando picos de atividade ao redor do 

quarto e quinto dias após a embebição, no endotegumento e no endosperma 

respectivamente (Fig. 24A e 24B). Buckeridge & Dietrich (1996) também 

verificaram baixa atividade dessa mesma enzima no segundo dia e ação máxima 

no quinto dia de embebição, porém em endosperma com tegumento.  

Esse aumento de atividade da endo-β-mananase ao longo do período pós-

germinativo, com pico de atividade ao redor do quinto dia no endosperma, 

coincidiu com a degradação intensa do endosperma, observada no mesmo 

período nas análises histológicas (Fig. 18, 20 e 24B). 

O pico de atividade da α-galactosidase foi anterior ao da endo-β-mananase, 

provavelmente devido à necessidade de retirar as ramificações de galactose da 

cadeia principal de manano que, segundo Lisboa (2003), impedem a ação 

hidrolítica da endo-β-mananase sobre a cadeia principal de manose em sementes 

de Sesbania virgata. Assim, torna-se importante à ação da α-galactosidase, 

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

mananase (McCleary & Mathenson 1975, Buckeridge et al. 2000a).  

A atividade da exo-β-manosidase também foi baixa no período germinativo, 

tanto no endotegumento como no endosperma, como observado por Buckeridge e 

Dietrich (1996) na mesma espécie (Fig. 24C). Apesar da atividade baixa no 

segundo dia, os picos de atividade da enzima ocorreram no terceiro dia após a 

embebição, tanto no endotegumento como no endosperma, diminuindo no 

decorrer do processo pós-germinativo (Fig. 24C). Buckeridge & Dietrich (1996) 



 

 73

verificaram ação máxima dessa enzima ao redor do quarto dia após a embebição, 

porém em endosperma com tegumento, não podendo ser comparada com a 

atividade detectada no presente trabalho, que utilizou o tegumento e o 

endosperma separadamente. 

As atividades baixas das três enzimas no sexto dia após a embebição, tanto 

no endotegumento como no endosperma, coincidiram com a degradação total do 

galactomanano no endosperma, observada nas secções histológicas (Fig. 22 e 

24). 

Segundo McCleary (1983), Buckeridge et al. (2000a) e Mo & Bewley (2003), 

a exo-β-manosidase hidrolisa somente os mano-oligossacarídeos 

(oligossacarídeos desgalactosilados), manotrioses e manobioses, provenientes da 

ação da α-galactosidase e da endo-β-mananase, clivando o restante da molécula 

a partir de seu terminal redutor.  

Apesar do pico de atividade da exo-β-manosidase em sementes de 

Sesbania virgata ter ocorrido paralelamente ao da α-galactosidase no endosperma 

e anteriormente ao da endo-β-mananase, a atividade dessa última foi crescente 

durante todo o período de ação da exo-β-manosidase, assim como a atividade da 

exo-β-manosidase permaneceu constante no restante do período pós-germinativo, 

permitindo o sincronismo entre as enzimas durante a degradação do 

galactomanano, com ação da exo-β-manosidase sobre os mano-oligossacarídeos 

desgalactosilados (Fig. 24).  

Entretanto, esses resultados devem ser interpretados com cuidado, já que a 

afinidade das enzimas pelo galactomanano não pode ser avaliada nessas 

situações, onde outros substratos além do galactomanano foram utilizados para 

detectar a atividade das enzimas, o que poderia explicar a atividade elevada da 

exo-β-manosidase no terceiro dia após a embebição. 

A diferença de atividade das enzimas entre o endotegumento e o 

endosperma sugere hipóteses quanto aos tecidos responsáveis pela produção 

dessas enzimas. Como a atividade da α-galactosidase e da endo-β-mananase 
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foram maiores primeiramente no endotegumento, inclusive durante a germinação 

para a primeira enzima, sugere-se que essas enzimas hidrolíticas devem ser 

produzidas, modificadas ou armazenadas no tegumento, sendo transportadas 

posteriormente para o endosperma durante a degradação do galactomanano (Fig. 

24A e 24B). É possível, ainda, que a produção da α-galactosidase e da endo-β-

mananase inicie no tegumento e posteriormente aumente também no endosperma 

durante a degradação do galactomanano. 

Já a exo-β-manosidase foi encontrada em ambos os tecidos durante os 

mesmos períodos, porém com maior intensidade no endosperma, o que sugere 

que esta enzima deve ser produzida principalmente no endosperma durante o 

processo pós-germinativo (Fig. 24C). Porém, essa enzima pode ser inclusive 

produzida, modificada ou apenas armazenada, pelo tegumento durante o 

processo pós-germinativo, com subseqüente transporte para o endosperma.  

A sugestão do endosperma como tecido responsável pela produção das 

enzimas hidrolíticas corrobora as observações feitas em sementes de Ceratonia 

siliqua, onde se verificou que as enzimas são provavelmente produzidas nas 

células endospérmicas (Seiler 1977, Buckeridge et al. 2000a). Apesar da 

semelhança anatômica do endosperma com as sementes de C. siliqua, as 

sementes de Sesbania virgata possuem camada de aleurona claramente distinta 

do endosperma podendo-se sugerir, ainda, a camada de aleurona presente no 

endosperma como suposta responsável pela síntese das enzimas hidrolíticas, 

como observado em sementes de Trifolium incarnatum e Medicago sativa (Reid & 

Meier 1972) e em sementes de Trigonella foenum-graecum e Cyamopsis 

tetragonolobus (Reid 1985c).  

Segundo Potomati & Buckeridge (2002), a morfologia de sementes de 

Sesbania virgata seria similar a de Trigonella foenum-graecum e Cyamopsis 

tetragonolobus, o que permite sugerir a camada de aleurona como responsável 

pela síntese das enzimas hidrolíticas. Entretanto Buckeridge et al. (2000a) 

sugeriram que as enzimas hidrolíticas em S. virgata podem ser produzidas tanto 
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pela camada de aleurona como pelas células do endosperma, apresentando 

anatomia intermediária entre Trigonella foenum-graecum e Ceratonia siliqua.  

Através dos resultados deste trabalho, não foi possível definir 

especificamente se a camada de aleurona, somente o endosperma ou ambos os 

tecidos são responsáveis pela síntese das enzimas, mas pode-se sugerir a 

participação do tegumento no processo enzimático, através da síntese, 

modificação e/ou armazenamento das enzimas, funções que seriam possíveis 

devido à presença de células vivas no endotegumento (Fig. 13).  

 

6.2.2. Localização da endo-β-mananase 

 
6.2.2.1. Tissue printing 
 

Procurando compreender melhor quais os tecidos e os estágios durante a 

germinação e pós-germinação estariam relacionados à produção ou apenas 

presença das enzimas, inclusive sob o efeito do ABA, buscou-se a localização de 

uma das enzimas hidrolíticas, a endo-β-mananase, através da técnica do tissue 

printing.  

A endo-β-mananase pode ser localizada em todos os tecidos da semente, 

no tegumento, endosperma e cotilédone, variando em presença e intensidade 

durante o processo germinativo e pós-germinativo, e sob o efeito do ABA (Fig. 25 

a 28). No tegumento, a enzima esteve presente praticamente em todos os dias 

após a embebição, tanto em água como em ABA, porém com intensidade maior 

durante o período germinativo, no segundo dia após a embebição (Fig. 25 a 28). A 

presença mais acentuada da enzima durante a germinação provavelmente está 

relacionada à síntese, modificação e/ou armazenamento de mananase 

anteriormente discutido, que deve ocorrer principalmente durante a germinação 

para conseqüente degradação do endosperma durante o processo pós-

germinativo, a partir do terceiro dia após a embebição, onde não se observou a 



 

 76

presença intensa dessa enzima no tegumento como anteriormente (Fig. 16 a 23 e 

25 a 28). 

No cotilédone, a endo-β-mananase também esteve presente em todos os 

dias após a embebição, sempre com a mesma intensidade tanto em água como 

em ABA (Fig. 25 a 28). A presença da enzima nesse tecido durante todo o período 

germinativo e pós-germinativo pode ter ocorrido devido à existência de supostas 

isoformas que podem estar presentes na espécie em estudo.  

A presença de múltiplas isoformas da endo-β-mananase ocorre em 

sementes de diversas espécies (Dirk et al. 1995), como em café, que apresentam 

isoformas da enzima nos grãos (Marraccini et al. 2001), em sementes de alface, 

que apresentam diferentes isoformas da mananase no endosperma (Nonogaki & 

Morohashi 1999), e em tomate, que apresentam diferentes isoformas da enzima 

durante a germinação e pós-germinação (Voigt & Bewley 1996, Nonogaki et al. 

2000) e, ainda, isoformas diferentes entre o cotilédone e o endosperma (Toorop et 

al. 1996, Nonogaki et al. 1998).  

Já no endosperma, a enzima não esteve presente durante todos os dias 

após a embebição como nos outros tecidos, ocorrendo praticamente até o terceiro 

dia em sementes embebidas em água e até o quarto dia em sementes embebidas 

em ABA (Fig. 25 a 28). Porém, em ambos os tratamentos, a presença da endo-β-

mananase no endosperma ocorreu inicialmente distribuída por todo o tecido, 

coincidindo com a degradação do galactomanano observada nas seções 

histológicas tanto em água como em ABA, que ocorreu por todo o endosperma 

irregularmente e ao mesmo tempo (Fig. 18 a 21, 25 e 26B). A reação da endo-β-

mananase não pode ser observada por todo o endosperma da semente embebida 

em ABA como em água, provavelmente devido à falhas durante o pressionamento 

da semente à membrana (Fig. 25).  

A permanência maior da endo-β-mananase no endosperma em presença 

do ABA pode estar relacionada ao efeito indireto deste hormônio sobre a atividade 

da enzima, já que a atividade da mananase é inibida em presença de ABA em 

sementes de tomate, antes e depois da germinação (Leviatov et al. 1995, 
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Nomaguchi et al. 1995, Nonogaki & Morohashi 1996, Toorop et al. 1999, Toorop et 

al. 2000), e de café, depois da protrusão da radícula (Giorgini & Comoli 1996). O 

atraso no desaparecimento da endo-β-mananase no endosperma pode estar 

relacionado, ainda, ao efeito do ABA sobre a produção da α-galactosidase, já que 

em sementes de Sesbania virgata ocorre efeito parcial do ABA sobre a atividade 

da α-galactosidase, e esta enzima deve agir sobre o polímero antes da endo-β-

mananase (Potomati & Buckeridge 2002, Lisboa 2003).  

Como não foi verificado efeito do ABA exógeno sobre o conteúdo de teor de 

água das sementes durante e após a germinação (dado não apresentado), o 

retardamento no desaparecimento da endo-β-mananase no endosperma não 

poderia estar relacionado com um efeito modulador do ABA sobre a absorção de 

água e, conseqüentemente, sobre a ativação desta enzima hidrolítica, o que 

confirma a hipótese de que o ABA deve estar agindo sobre a produção e atividade 

da endo-β-mananase e/ou da α-galactosidase da espécie em estudo.  

Como conseqüência dessa maior permanência da endo-β-mananase no 

endosperma em presença do ABA e, possivelmente, retardamento da sua ação, 

ocorre atraso na degradação do galactomanano em presença do ABA, observado 

por Potomati & Buckeridge (2002) na mesma espécie e nas secções histológicas, 

embora os períodos de retardamento não coincidam (Fig. 16 a 21 e 25 a 28). 

Acredita-se que uma possível explicação para a não coincidência entre os dois 

experimentos poderia estar relacionada a diferenças de temperatura durante a 

embebição das sementes utilizadas para o tissue printing. Tem sido observado 

empiricamente que a germinação pode ser adiantada significativamente quando 

experimentos são feitos a temperaturas mais altas (p.ex. 30oC), embora isto não 

tenha sido sistematicamente estudado nessa espécie até o momento.  

A partir do quinto dia após a embebição, não ocorreram mais diferenças na 

localização da enzima em presença do hormônio, sugerindo que as diferenças 

significativas existentes em presença do ABA exógeno ocorrem somente até o 

quarto dia após a embebição, como observado inclusive nas secções histológicas, 
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quando ocorre o desencadeamento do processo de degradação do 

galactomanano e desenvolvimento do embrião no tratamento, e as sementes tanto 

em água como em ABA assemelham-se estruturalmente e bioquimicamente (Fig. 

20 a 23 e 28).  

Dessa forma, a presença do ABA inibe a degradação do galactomanano 

somente até determinado período quando, provavelmente, o hormônio acaba 

sendo lixiviado ou metabolizado, e o processo de degradação do galactomanano e 

a transferência de açúcares entre os órgãos pode ser iniciada. 

Como a endo-β-mananase foi localizada em todos os tecidos no período 

germinativo, tanto em água como na presença do ABA exógeno, ocorrendo 

praticamente na mesma intensidade e com a mesma distribuição, sugere-se que o 

ABA não esteja interferindo na produção da endo-β-mananase durante a 

germinação, agindo somente no período pós-germinativo (Fig. 25 a 28). Segundo 

Dahal et al. (1997), durante a germinação provavelmente o ABA não interfere no 

acúmulo inicial da endo-β-mananase.  

 

6.2.2.2. Immuno dot blotting 
 

Para ampliar e auxiliar a compreensão dos resultados obtidos através do 

tissue printing buscou-se localizar a enzima endo-β-mananase separadamente 

nos diferentes tecidos durante a germinação e pós-germinação, a fim de entender 

quais os tecidos e os estágios que poderiam estar relacionados à produção ou 

apenas à presença da endo-β-mananase. 

A endo-β-mananase, como no tissue printing, pode ser localizada em todos 

os tecidos da semente, inclusive na radícula, variando em presença e intensidade 

durante o processo germinativo e pós-germinativo (Fig. 29). 

Na radícula e no cotilédone a enzima esteve presente durante todo o 

período germinativo e pós-germinativo, com aumento após a germinação, a partir 

do quarto dia após a embebição (Fig. 29). A presença da endo-β-mananase no 
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cotilédone por todos os dias após a embebição pode ser verificada, também, 

através do tissue printing (Fig. 25A, 26A, 27A e 28A). Além disso, a presença da 

enzima no cotilédone ocorreu paralelamente à presença da mesma na radícula 

apresentando, inclusive, aumento nos mesmos dias no período pós-germinativo, 

sugerindo a participação conjunta dos dois tecidos durante a protrusão da radícula 

e desenvolvimento do embrião (Fig. 29).  

No endosperma, a presença da endo-β-mananase ocorreu com maior 

intensidade no período pós-germinativo, assim como na radícula e cotilédone, 

apresentando intensidade alta a partir do terceiro dia após a embebição, 

coincidindo com o início e intensa degradação do galactomanano e com a 

atividade da enzima encontrada no endosperma (Fig. 16, 18, 20, 22, 24B e 29).  

Porém, a presença da enzima no tissue printing foi maior no segundo dia 

após a embebição, diminuindo no terceiro dia e desaparecendo no tecido já a 

partir do quarto dia após a embebição, diferentemente da presença da endo-β-

mananase observada no immuno dot blotting no mesmo tecido (Fig. 25A, 26A, 

27A, 28A e 29). Como a presença da endo-β-mananase no endosperma, através 

do immuno dot blotting, coincidiu em maiores detalhes com as observações 

anatômicas durante a degradação do galactomanano, acredita-se, novamente, 

que alterações de temperatura podem ter sido responsáveis pelas diferenças 

observadas durante a embebição das sementes utilizadas para o tissue printing, 

causando adiantamento na utilização da enzima no endosperma e, 

conseqüentemente, na degradação do galactomanano.  

No tegumento, a presença da endo-β-mananase foi maior no período 

germinativo, no primeiro e segundo dias após a embebição, diferentemente dos 

outros tecidos que apresentaram a presença da enzima principalmente durante a 

pós-germinação (Fig. 29). Essa presença maior da enzima no período germinativo 

pode ser observada, também, através do tissue printing, que mostrou a presença 

da endo-β-mananase por todo o tecido com maior intensidade no segundo dia 

após a embebição (Fig. 25A).  
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A presença maior da enzima no tegumento durante a germinação foi 

inversa à encontrada no endosperma, que apresentou maior intensidade no 

período pós-germinativo, assim como observado na atividade da enzima, que 

ocorreu primeiramente no tegumento (Fig. 24B e 29). Essas observações 

sugerem, mais uma vez, que a presença mais acentuada da enzima no 

tegumento, nos primeiros dias após a embebição, provavelmente esteja 

relacionada à síntese, modificação e/ou armazenamento de mananase, que deve 

ocorrer principalmente no início da germinação para conseqüente degradação no 

endosperma durante o processo pós-germinativo, onde se observou a presença 

intensa dessa enzima no endosperma e não mais no tegumento como 

anteriormente (Fig. 29).  

Na radícula, a presença da endo-β-mananase durante a germinação 

provavelmente esteja relacionada ao enfraquecimento do endosperma ao redor do 

tecido para conseqüente germinação da semente, já que se sabe que além da 

força mecânica promovida pelo crescimento do eixo embrionário, torna-se 

necessário o enfraquecimento do endosperma, pela ação das enzimas hidrolíticas, 

para a emergência da radícula (Groot et al. 1988, Leubner-Metzger et al. 1995, 

Welbaum et al. 1995, Lisboa 2003), sendo inclusive detectada atividade da endo-

β-mananase na radícula durante a germinação na mesma espécie (Lisboa 2003).  

A presença da enzima no cotilédone e na radícula durante o período pós-

germinativo, inclusive em maior intensidade, provavelmente está relacionada à 

degradação do galactomanano nas áreas distais do endosperma e/ou à 

transferência dos açúcares do endosperma para o desenvolvimento do embrião, já 

que os produtos de degradação do galactomanano são transferidos para os 

cotilédones e embrião, servindo como fonte de energia (Reid 1985a, Buckeridge & 

Dietrich 1996).  

Assim, a endo-β-mananase presente no embrião pode estar relacionada à 

hidrólise de mano-oligossacarídeos presentes neste tecido, já que em sementes 

de Sesbania virgata parte dos mano-oligossacarídeos produzidos durante a 

degradação do galactomanano no endosperma podem ser transportados para os 
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cotilédones, onde são hidrolisados pela exo-β-manosidase (Buckeridge & Dietrich 

1996). Nas sementes de S. virgata, a α-galactosidase também está presente no 

cotilédone junto com a exo-β-manosidase (Buckeridge & Dietrich 1996), assim 

como nas sementes de alface (Bewley & Black 1994). 

 

6.2.2.3. Imunofluorescência 
 

Apesar da localização da endo-β-mananase nos diferentes tecidos da 

semente durante a germinação e pós-germinação, através do tissue printing e 

immuno dot blotting, tornou-se necessário determinar mais especificamente a 

localização desta enzima nos tecidos, inclusive na camada de aleurona, tecido 

supostamente responsável pela síntese das enzimas hidrolíticas utilizadas para a 

degradação do galactomanano no endosperma de algumas espécies (Reid & 

Meier 1972, Reid 1985c). 

Como métodos imunocitoquímicos, através de fluorescência, têm sido 

utilizados com sucesso para detectar e localizar polissacarídeos e as enzimas 

envolvidas no processo de degradação dos mesmos (Sugimoto et al. 1998, Orfila 

& Knox 2000, Leubner-Metzger 2002), optou-se por utilizar tal metodologia para 

localização da endo-β-mananase em secções histológicas. As sementes 

escolhidas para a aplicação de imunofluorescência foram àquelas coletadas no 

terceiro dia após a embebição, que correspondem ao período pós-germinativo, a 

partir do qual ocorre a degradação do galactomanano da parede das células do 

endosperma e, portanto, a presença e ação da enzima (Buckeridge & Dietrich 

1996).  

Porém, diferentemente do tissue printing e immuno dot blotting, a endo-β-

mananase não pode ser localizada em todos os tecidos, devido à 

autofluorescência apresentada pelo endosperma e pela camada de aleurona (Fig. 

30). A autofluorescência ocorreu, provavelmente, devido à presença de 

aminoácidos aromáticos nos corpos protéicos presentes nos citoplasmas das 
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células dos dois tecidos (Fig. 9, 11 e 30). Segundo Serrato-Valenti et al. (2000), a 

autofluorescência presente em sementes de Phacelia tanacetifolia Benth. indica a 

distribuição de compostos fenólicos nos tecidos. Sementes de diversas espécies 

apresentam autofluorescência em seus tecidos, como Cucumis melon L. (Yim & 

Bradford 1998) e Nicotiana tabacum (Leubner-Metzger 2002).  

A localização da endo-β-mananase só foi possível, dessa maneira, no 

tegumento, que não apresentou autofluorescência, provavelmente por não 

apresentar corpos protéicos como o endosperma (Fig. 30 a 32).  

A enzima foi observada por todos os estratos do tegumento, mas ocorreu 

principalmente no mesotegumento, associada às paredes celulares dos 

osteoesclereídes (Fig. 31 e 32). Como somente as células do endotegumento 

apresentaram-se vivas através do tetrazólio, provavelmente o mesotegumento não 

seja capaz de sintetizar a endo-β-mananase presente no tecido (Fig. 13, 31 e 32).  

Dessa forma, como a enzima esteve presente também nas paredes 

celulares das células parenquimáticas mais próximas ao mesotegumento, o 

endotegumento poderia ser em parte responsável pela produção da enzima, que 

seria então transferida para o mesotegumento para um possível armazenamento 

temporário desta (Fig. 31). Outra possibilidade seria que a endo-β-mananase 

poderia estar sendo sintetizada na camada de aleurona ou no endosperma, como 

sugerido na literatura, durante a maturação da semente ou germinação (Reid & 

Meier 1972, Seiler 1977, Reid 1985c, Buckeridge et al. 2000a), e transferida para 

o tegumento para uma possível transformação no endotegumento e/ou 

armazenamento no mesotegumento.  

Como a enzima esteve presente, inclusive, nas paredes celulares dos 

macroesclereídes do exotegumento, principalmente nas paredes próximas ao 

mesotegumento, esse tecido pode estar relacionado ao armazenamento da endo-

β-mananase, juntamente com o mesotegumento (Fig. 31). 

A presença da endo-β-mananase no tegumento, também observada pelo 

tissue printing e immuno dot blotting, juntamente com a presença das outras 

enzimas no tecido e a descoberta de que há tecido vivo no endotegumento, 
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sugerem a participação deste tecido no processo de degradação do 

galactomanano, estando relacionado à produção, modificação e/ou 

armazenamento das enzimas no tecido (Fig. 13, 24, 25 a 29, 31 e 32).  

 

6.2.3. Dosagem de ABA endógeno 
 

 Para compreender melhor a participação do tegumento e dos outros tecidos 

durante a germinação e degradação do galactomanano, bem como sua relação 

com o ABA, foi efetuada a dosagem de ABA endógeno nos diferentes tecidos da 

semente no primeiro dia e no terceiro dia após a embebição. Estes dias 

correspondem ao período de germinação e pós-germinação respectivamente. 

Durante a germinação, o tegumento apresentou a maior concentração de 

ABA quando comparado com os outros tecidos, sendo a concentração máxima 

desse hormônio durante toda a dosagem, já que nenhum outro tecido atingiu essa 

concentração, nem no primeiro dia nem no terceiro dia de embebição (Fig. 33). 

Em algumas espécies, concentrações relativamente altas de inibidores da 

germinação, incluindo o ABA, já haviam sido detectadas no tegumento (Bewley & 

Black 1994). 

Essa presença do hormônio no tegumento, inclusive em concentrações 

elevadas, sugere que o ABA possa estar sendo sintetizado por este tecido ou 

transferido de algum tecido de síntese para o tegumento. Segundo Nambara & 

Marion-Poll (2003), a maior parte do ABA presente na semente é sintetizada 

durante a fase de maturação, primeiramente nos tecidos da planta mãe e, 

posteriormente, em quantidades mais baixas no endosperma e embrião. Em 

sementes de Nicotiana plumbaginifolia, acredita-se que durante a maturação o 

ABA possa ser sintetizado também pelo tegumento (Frey et al. 2004). 

Assim, a concentração alta de hormônio no tegumento durante a 

germinação pode ter ocorrido devido à síntese do ABA no próprio tecido durante a 

maturação e/ou transferência do ABA dos tecidos da planta mãe, do endosperma 

e do embrião para o tegumento durante o desenvolvimento da semente. Sabendo 
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que o ABA está presente na planta mãe e no tegumento durante a maturação, 

contribuindo para a regulação do desenvolvimento do embrião e maturação 

(McCarty 1995, Finkelstein et al. 2002), tanto a síntese como a transferência de 

ABA para o tegumento neste período torna-se possível. Por outro lado se sabe 

que em algumas sementes dormentes ocorre síntese de novo do ABA durante a 

embebição (Le Page-Degivry & Garello 1992, Wang et al. 1995, Debeaujon & 

Koornneef 2000). 

Nos vegetais superiores os sítios de síntese hormonal não são tão bem 

definidos estruturalmente e localizados, sugerindo-se que nos vegetais não 

existem órgãos especializados para biossíntese hormonal, embora possam existir 

diferenças na capacidade biossintética de cada órgão, como verificado em 

Tillandsia recurvata L. e Campylocentrum burchellii Cogn. (Trewavas 1981, Peres 

et al. 1997). 

No período pós-germinativo, a concentração do ABA diminui no tegumento 

e o embrião foi o tecido que apresentou a maior concentração de ABA, embora 

não maior que a concentração encontrada no tegumento no primeiro dia, 

apresentando uma grande variação entre os dias de embebição, já que durante a 

germinação foi o tecido que obteve a menor concentração do hormônio (Fig. 33). 

Essa presença maior do hormônio no embrião, no terceiro dia após a embebição, 

sugere que o ABA endógeno esteja se concentrando no tegumento durante a 

germinação e seja deslocado para o embrião durante o período pós-germinativo, 

e/ou que o hormônio seja sintetizado pelo embrião após o início do processo pós-

germinativo, onde ocorre a transferência de açúcares do endosperma para o 

tecido.  

Como o endosperma foi o único tecido que não apresentou grandes 

variações na concentração de ABA entre o primeiro e terceiro dias após a 

embebição, sugere-se sua participação apenas no suposto transporte do hormônio 

entre o tegumento e o embrião após a germinação ou na degradação do hormônio 

no tecido, permitindo a degradação do galactomanano e transferência de carbono 

e energia entre os órgãos (Fig. 33).  
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A alta concentração de ABA no tegumento durante a germinação, assim 

como sua presença no tecido durante o período pós-germinativo, pode estar 

envolvida na síntese, modificação e/ou armazenamento das enzimas hidrolíticas 

presentes no tecido e nas regiões do endosperma próximas ao tegumento, a fim 

de modular a degradação do galactomanano através das enzimas hidrolíticas. 

Esse mecanismo teria um papel importante no controle de degradação do 

galactomanano e enfraquecimento do endosperma em torno da radícula, 

necessária para que ocorra a germinação e na degradação do endosperma lateral, 

evitando a produção desses açúcares redutores em excesso. 

Dessa forma, a dosagem de ABA serviu como uma complementação dos 

estudos, fornecendo informações sobre o conteúdo hormonal endógeno envolvido 

no processo de germinação e degradação do galactomanano. Tal conhecimento é 

de extrema importância, pelo fato de os estudos do papel dos hormônios vegetais, 

através de aplicação dos mesmos nos tecidos das plantas, estarem sujeitos a 

limitações, tais como falta de conhecimento quanto à absorção, transporte e 

metabolismo do hormônio aplicado e das alterações que o mesmo pode provocar 

no nível hormonal endógeno (Label et al. 1989, Etienne et al. 1993).  

 

6.2.4. Papel do tegumento 
 

A presença da endo-β-mananase e do ABA no tegumento sugeriram a 

participação do tecido no controle do enfraquecimento do endosperma durante a 

germinação e degradação do galactomanano no período pós-germinativo. A fim de 

compreender melhor o papel do tegumento no controle de degradação do 

endosperma e, ainda, comparar a mobilização do galactomanano e das proteínas 

solúveis entre o endosperma proximal (próximo ao tegumento) e distal (próximo ao 

cotilédone) sob a influência deste tecido, efetuou-se a dosagem de proteínas, α-

galactosidase e açúcares redutores nessas duas regiões do endosperma de 

sementes embebidas com e sem tegumento, durante e após a germinação.  
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6.2.4.1. Mobilização de proteínas solúveis 
 

Durante a germinação, não foi observado efeito do tegumento sobre a 

mobilização de proteínas, tanto no endosperma proximal como no distal, já que os 

teores protéicos foram similares entre as sementes embebidas com e sem 

tegumento, provavelmente por que a mobilização dos corpos protéicos e a 

degradação do galactomanano no endosperma lateral ocorrem somente após a 

germinação, como observado nas secções histológicas (Fig. 16, 18, 20 e Tabela 

1).  

Já no início do processo pós-germinativo, a quantidade de proteínas foi 

maior nas sementes embebidas com tegumento, com diminuição significativa dos 

teores protéicos no endosperma das sementes embebidas sem tegumento, 

sugerindo a participação deste tecido no controle de mobilização das proteínas, 

provavelmente junto com o ABA presente no tecido (Tabela 1). Segundo 

Garciarrubio et al. (1997), o ABA previne a degradação das proteínas de reserva 

em sementes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., assim como observado nas 

secções histológicas neste trabalho, o que torna possível a ação conjunta do 

tegumento com o ABA na mobilização das proteínas em sementes de Sesbania 

virgata (Fig. 16 a 21). 

O tegumento estaria, dessa forma, controlando a utilização das proteínas 

enzimáticas, estruturais e a degradação das proteínas de reserva no endosperma, 

já que a mobilização das proteínas foi anterior nas sementes embebidas na sua 

ausência (Tabela 1).  

A diminuição significativa dos teores de proteínas das sementes embebidas 

com tegumento ocorreu somente no quarto dia após a embebição, tanto no 

endosperma proximal como no distal, coincidindo com o desaparecimento dos 

corpos protéicos e a degradação intensa do galactomanano por todo o 

endosperma, observada nas secções histológicas (Fig. 18 e Tabela 1).  

Como o endosperma proximal apresentou teores protéicos maiores do que 

o distal no início do processo pós-germinativo, sugere-se ainda que as proteínas 
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de reserva são degradadas mais rapidamente no endosperma distal, 

principalmente na presença do tegumento que, provavelmente, controla mais a 

mobilização na região proximal nesse período, coincidindo com a presença de 

menor quantidade de corpos protéicos nas camadas distais do endosperma, 

observadas nas secções histológicas no terceiro dia após a embebição (Fig. 16 e 

Tabela 1).  

 

6.2.4.2. Atividade de α-galactosidase 

 

Durante o processo germinativo a α-galactosidase apresentou inicialmente 

atividade mais alta no endosperma distal do que no endosperma proximal de 

sementes embebidas com o tegumento (Tabela 1). A atividade maior da enzima 

no endosperma distal no início da germinação, especificamente no primeiro dia 

após a embebição, provavelmente deve estar relacionada ao enfraquecimento do 

endosperma que circunda a radícula, necessário para que ocorra a protrusão da 

radícula e, portanto, a germinação (Lisboa 2003). Sabe-se que em sementes de 

tomate a α-galactosidase encontra-se presente nessa região do endosperma 

durante a germinação (Feurtado et al. 2001).  

No segundo dia após a embebição a atividade da enzima no endosperma 

distal não apresentou mais diferenças significativas quando comparado com o 

proximal, provavelmente devido ao final da germinação, que ocorre ao redor do 

segundo dia, como observado por Potomati & Buckeridge (2002), não sendo mais 

necessária sua ação específica no endosperma distal para o enfraquecimento em 

torno da radícula.  

Sementes embebidas sem o tegumento também não apresentaram 

diferenças significativas na atividade da α-galactosidase entre o endosperma 

proximal e distal no mesmo período, mas apresentaram atividade enzimática cinco 

vezes maior que as sementes embebidas com tegumento, sugerindo uma forte 

influência deste tecido no controle da atividade da enzima já durante a germinação 

(Tabela 1).  
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No processo pós-germinativo onde ocorre a degradação do galactomanano 

no endosperma lateral através da máxima atividade das enzimas hidrolíticas, a 

atividade da α-galactosidase aumentou gradualmente no endosperma proximal e 

distal, tanto em sementes embebidas com tegumento como nas sementes 

embebidas sem o tegumento (Fig. 16, 18, 20, 24 e Tabela 1).  

Porém, a atividade da α-galactosidase foi maior no endosperma proximal do 

que no endosperma distal, tanto na presença como na ausência do tegumento 

durante a embebição, sugerindo a presença de galactomananos mais ramificados 

na região proximal do endosperma (Tabela 1). Em espécies contendo 

galactomananos altamente ramificados a atividade da α-galactosidase, 

desgalactosilando o polímero, encontra-se em níveis altos durante a mobilização 

do polímero (Buckeridge et al. 2000a).  

Como na presença do tegumento durante a embebição a atividade da 

enzima foi maior no endosperma proximal do que no endosperma distal já a partir 

do terceiro dia, enquanto na ausência do tecido esta diferença ocorreu somente no 

quarto dia após a embebição, o tegumento parece estar influenciando a ação 

maior da α-galactosidase no endosperma proximal no início do processo pós-

germinativo, possivelmente em combinação com o ABA presente no cotilédone, 

que estaria controlando a produção da enzima no endosperma distal no mesmo 

período (Tabela 1).  

Mas, apesar dessa influência do tegumento na atividade da enzima no 

endosperma proximal, o tegumento estaria controlando a ação da α-galactosidase 

tanto no endosperma proximal como no distal, possivelmente junto com o ABA 

presente no tecido, já que sementes embebidas sem o tegumento apresentaram 

atividade maior da enzima nos endospermas desde a germinação, inclusive com 

diferença maior de atividade entre o endosperma proximal e distal no quarto dia 

após a embebição (Tabela 1).   

Segundo Kontos & Spyropoulos (1996) sementes de Ceratonia siliqua em 

desenvolvimento apresentam ação inibitória do tegumento sobre a produção de α-
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galactosidase, assim como sementes maduras da mesma espécie e de Trigonella 

foenum-graecum possuem a produção de α-galactosidase regulada por 

substâncias inibitórias presentes no endosperma e/ou no tegumento.  

Essa influência do tegumento na atividade da enzima no endosperma 

proximal e no controle de ação da α-galactosidase no endosperma durante todo o 

processo pós-germinativo, pode estar relacionada ao mecanismo de controle de 

degradação do galactomanano sugerido por Lisboa (2003), que parece evitar a 

produção de açúcares redutores em excesso. 

Além disso, a detecção de atividade da α-galactosidase no tegumento, 

inclusive acompanhando as atividades do endosperma proximal e distal, 

juntamente com a detecção específica no endotegumento, sugerem novamente a 

participação deste tecido no processo de degradação do galactomanano, estando 

relacionado à produção, modificação e/ou armazenamento dessa enzima no 

tecido, controlando a ação da α-galactosidase (Tabela 1). 

 

6.2.4.3. Níveis de açúcares redutores 
   

No processo germinativo e pós-germinativo o tegumento apresentou níveis 

constantes de açúcares redutores que, embora presentes em quantidades 

pequenas, sugerem a presença de atividade respiratória nas células do 

tegumento, especificamente no endotegumento, como observado pelo teste de 

tetrazólio (Fig. 13 e Tabela 1).  

Durante o processo de germinação o endosperma proximal e o distal 

apresentaram, também, quantidades pequenas de açúcares redutores, tanto nas 

sementes embebidas com tegumento como nas sementes embebidas sem o 

tegumento, que se deve provavelmente ao enfraquecimento do endosperma 

somente em torno da radícula, para que ocorra a germinação (Lisboa 2003) 

(Tabela 1). 

No processo pós-germinativo, assim como durante a germinação, as 

sementes embebidas com tegumento e sem tegumento não apresentaram 
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diferenças significativas na quantidade de açúcares redutores entre o endosperma 

proximal e o distal, sugerindo que a degradação do galactomanano ocorra de 

forma irregular e desordenada por todo o tecido, corroborando as observações 

histológicas e a presença da endo-β-mananase distribuída por todo o endosperma 

(Fig. 16, 18, 20, 25 e Tabela 1).  

Porém, a quantidade de açúcares redutores aumentou durante o processo 

pós-germinativo, nos endospermas das sementes embebidas com e sem 

tegumento, já que a degradação do galactomanano no endosperma lateral ocorre 

após a germinação, como sugerido por Buckeridge et al. (2000c) e verificado nas 

secções histológicas (Fig. 16, 18, 20 e Tabela 1). Esse aumento de açúcares 

redutores no endosperma, entretanto, ocorreu somente no terceiro dia, 

permanecendo praticamente constante a quantidade de açúcares no quarto dia 

após a embebição, mesmo com a degradação intensa do endosperma observada 

nas secções histológicas (Fig. 18 e Tabela 1). 

Provavelmente essa intensa degradação do galactomanano por todo o 

endosperma, observada nas secções, esteja acontecendo espaçadamente e 

desordenadamente, para que a liberação de açúcar redutor não ocorra em 

excesso (Fig. 18 e Tabela 1). Foi sugerido em sementes de Sesbania virgata um 

mecanismo que evitaria a produção desses açúcares redutores em excesso 

através da ação espaçada e momentânea da endo-β-mananase, que agiria 

localmente, precipitaria isoeletricamente e resolubilizaria em seguida, acontecendo 

desordenadamente em várias regiões do endosperma ao mesmo tempo, 

facilitando a drenagem dos produtos desta mobilização para o embrião, que ocorre 

rapidamente entre o endosperma e o embrião (Buckeridge & Dietrich 1996, Lisboa 

2003). 

Como a quantidade de açúcares redutores no endosperma é bem maior na 

ausência do tegumento durante a embebição, sugere-se a participação do 

tegumento nesse mecanismo de controle da degradação do galactomanano 

através da endo-β-mananase (Tabela 1). Dessa forma, o tegumento estaria 

interferindo na ação desordenada e espaçada da endo-β-mananase no 
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endosperma, possivelmente através da produção, modificação e/ou 

armazenamento da enzima.  

Sementes maduras e em desenvolvimento de Ceratonia siliqua e tomate 

apresentam ação inibitória do tegumento sobre a produção de endo-β-mananase, 

assim como sementes maduras de Trigonella foenum-graecum possuem a 

produção de endo-β-mananase regulada por substâncias inibitórias presentes no 

endosperma e/ou no tegumento (Kontos & Spyropoulos 1996). 

Como conseqüência desse mecanismo de controle, provavelmente a 

degradação do galactomanano ocorre em “ondas desordenadas”, como sugerido 

por Lisboa (2003), corroborando a quantidade similar de açúcares redutores entre 

o endosperma proximal e distal, a distribuição da endo-β-mananase por todo o 

endosperma, observada através do tissue printing, e coincidindo com a 

degradação observada nas secções histológicas, que ocorreu por todas as 

camadas do tecido (Fig. 16, 18, 20, 25 e Tabela 1).  

A influência do tegumento nos níveis de açúcares redutores e no teor de 

proteínas no endosperma não pode ser observada no período de germinação, 

provavelmente porque a degradação do galactomanano ocorre somente ao redor 

da ponta da radícula e o desaparecimento dos corpos protéicos ocorre somente 

no período pós-germinativo (Fig. 14, 16, 18, 20 e Tabela 1).  

Mas como a presença da endo-β-mananase ocorre no tegumento 

principalmente no primeiro e segundo dias após a embebição e a atividade da α-

galactosidase é controlada pelo tecido também durante o período germinativo, 

sugere-se que o tegumento possa estar interferindo na produção, modificação 

e/ou armazenamento e utilização das enzimas hidrolíticas já durante a 

germinação, possivelmente junto com o ABA presente no tecido (Fig. 25, 29, 33 e 

Tabela 1).  
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

7.1. Degradação do galactomanano 
 

Através dos dados histológicos e bioquímicos conclui-se que o 

desaparecimento dos corpos protéicos e a degradação do galactomanano 

ocorram durante o período pós-germinativo por todo o endosperma, com ação 

conjunta das três enzimas hidrolíticas (α-galactosidase, endo-β-mananase e exo-

β-manosidase) sobre este último.  

A atividade das três enzimas hidrolíticas encontradas no tegumento e no 

endosperma durante a germinação e pós-germinação, sugere que a síntese 

destas enzimas possa ocorrer no endosperma, embora não tenha sido possível 

definir precisamente se somente a camada de aleurona, somente o endosperma 

ou ambos os tecidos são responsáveis pela síntese das enzimas. Além disso, 

sugere a participação do tegumento no processo enzimático, através da síntese, 

modificação e/ou armazenamento das enzimas, especificamente da endo-β-

mananase que esteve presente por todos os estratos do tecido, principalmente no 

mesotegumento. 

 

7.2. Efeito do ABA 
 

O ABA exógeno desempenha um efeito desacelerador na degradação do 

galactomanano, promovendo um retardamento no desaparecimento dos corpos 

protéicos e na desestruturação das paredes celulares. Ainda, interfere 

indiretamente na utilização da endo-β-mananase, principalmente durante o 

período pós-germinativo, conseqüentemente, retardando a desintegração do 

endosperma.  

A presença de concentrações elevadas de ABA endógeno no tegumento 

durante e após a germinação das sementes pode estar interferindo na síntese, 

modificação e/ou armazenamento das enzimas hidrolíticas presentes no tecido e 
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nas regiões do endosperma próximas ao tegumento, a fim de modular a 

degradação do galactomanano, através das enzimas hidrolíticas.  

 

7.3. Papel do tegumento 
 

A detecção de células vivas no endotegumento e a presença da endo-β-

mananase, da α-galactosidase, da exo-β-manosidase e do ABA endógeno no 

tecido, sugerem que o tegumento esteja exercendo um papel importante durante o 

processo germinativo e pós-germinativo em sementes de Sesbania virgata, 

possivelmente junto com o ABA: 

 

• interferindo na produção, modificação e/ou armazenamento das enzimas 

hidrolíticas, controlando a ação dessas hidrolases durante a germinação e 

pós-germinação; 

• controlando o processo de degradação das proteínas de reserva no 

endosperma; 

• controlando o processo de degradação do galactomanano por todo o 

endosperma, possivelmente através da ação desordenada e espaçada da 

endo-β-mananase, evitando a produção dos açúcares redutores em 

excesso durante o período pós-germinativo. 
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7.4. Modelo sugerido para sementes de Sesbania virgata 
 

Em sementes de Sesbania virgata, como o ABA, a endo-β-mananase, a α-

galactosidase e a exo-β-manosidase encontram-se presentes no tegumento 

durante e após a germinação, pode-se sugerir que este tecido esteja interferindo 

na produção, modificação e/ou armazenamento das enzimas hidrolíticas durante a 

germinação e degradação do galactomanano, controlando indiretamente a ação 

dessas enzimas no endosperma, possivelmente junto com o ABA (Fig. 34).  

Pela ação conjunta das enzimas hidrolíticas, liberadas pelo tegumento e, 

inclusive, produzidas no endosperma, ocorre a degradação do galactomanano por 

todo o endosperma no período pós-germinativo. Apesar dessa degradação intensa 

por todas as camadas do endosperma, não ocorre excesso de açúcares redutores 

no tecido, sugerindo um mecanismo de controle da degradação do 

galactomanano, que estaria relacionado ao tegumento e, possivelmente, ao ABA 

(Fig. 34).  

Como Lisboa (2003) sugere, na mesma espécie, um mecanismo de 

controle de degradação do galactomanano através da ação espaçada e 

momentânea da endo-β-mananase, que precipitaria isoeletricamente e 

resolubilizaria em seguida, de forma desordenada e concomitantemente em várias 

regiões do endosperma, possivelmente o controle do tegumento sobre a 

degradação do polímero estaria relacionado a esse mecanismo, interferindo na 

ação da endo-β-mananase, que se encontra presente no tecido (Fig. 34). 

Os açúcares redutores liberados durante a degradação do polissacarídeo 

seriam, dessa forma, transportados e absorvidos pelo embrião eficientemente, 

sendo utilizados para o crescimento da plântula. Como a endo-β-mananase, além 

das outras enzimas hidrolíticas, podem estar presentes inclusive no cotilédone, 

parte dos mano-oligossacarídeos podem ser transportados do endosperma para o 

embrião, onde serão hidrolisados e utilizados diretamente pelo tecido (Fig. 34). 
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Figura 34. Modelo esquemático do controle de degradação do galactomanano 

através do tegumento e do ABA em sementes de S. virgata.  
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