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RESUMO

Sementes de Sesbania virgata (Cav.) Pers. apresentam o galactomanano
como polissacarideo de reserva de parede celular presente no endosperma, cuja
mobilizacdo envolve trés enzimas hidroliticas (a-galactosidase, endo-B-mananase
e exo-B-manosidase). O acido abscisico (ABA) tem sido sugerido como envolvido
no mecanismo de regulacdo desse processo, interferindo na producgéo e atividade
das enzimas hidroliticas, possivelmente relacionado com o tegumento. Neste
trabalho, sementes escarificadas, embebidas em agua e em solucdo de ABA 10™
M, foram utilizadas para verificar o efeito do ABA exdgeno e endbégeno na
degradacdo do galactomanano durante a germinacdo e pds-germinagdo, assim
como sua possivel relagdo com o tegumento. Na presenca do ABA exdgeno, as
sementes apresentaram retardamento no desarranjo celular do endosperma, com
atraso na degradacdo do galactomanano e no desaparecimento da endo-f-
mananase no endosperma, sugerindo um atraso de sua atividade na presenca do
ABA que, consequentemente, retardou a degradacdo do galactomanano. A
presenca da endo-B-mananase no tegumento sugeriu a participacdo deste tecido
na producdo, modificagdo e/ou armazenamento da enzima, assim como das
outras enzimas hidroliticas, que apresentaram atividade no tecido no decorrer do
processo de degradacéo, juntamente com o endosperma. A presenca da endo-B-
mananase e das outras enzimas hidroliticas no tegumento, juntamente com a
deteccdo de atividade respiratéria e presenca do ABA enddgeno no tegumento,
sugerem a participacdo deste tecido na utilizacdo das enzimas hidroliticas durante
a germinacao e pos-germinacdo e no controle de degradacédo do galactomanano
durante o periodo pés-germinativo, evitando a producédo dos agucares redutores
em excesso, funcdes possivelmente relacionadas com a presenca do hormdnio no

tecido.



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 (a-galactosidase, endo-p-
mannanase and exo-B-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* 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-p-mannanase in the endosperm with consequent delay in
galactomannan degradation. The presence of endo-B-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-B-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.



1. INTRODUCAO

Ao longo da evolucdo, as plantas desenvolveram estratégias adaptativas
que possibilitaram o sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia. Uma das estratégias
de perpetuacdo de novos individuos nas plantas terrestres foi a producédo de
esporos resistentes a seca, isto €, sementes tolerantes a desidratacdo,
denominadas sementes ortodoxas (Raven et al. 1999, Castro et al. 2004). Embora
sementes de muitas espécies ndo sejam tolerantes a dessecacao na maturidade,
sendo denominadas sementes recalcitrantes (Castro et al. 2004).

A semente constitui, portanto, a unidade reprodutiva das espermatofitas
(Gimnospermas e Angiospermas), cuja fungcéo se relaciona com a disperséao e a
sobrevivéncia das espécies. O embrido, juntamente com as estruturas que o
rodeiam, constitui a unidade de disperséo, ou diasporo (Beltrati & Paoli 2003).

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

semente, dentre outros (Bewley & Black 1994).

1.1. SEMENTES

Nas Angiospermas, a semente provém do Ovulo como resultado de um
processo conhecido como dupla fecundagéo, em que um dos gametas masculinos
se une ao nucleo da oosfera, dando origem ao zigoto dipléide e posteriormente ao
embrido, enquanto o outro gameta se funde com os dois nucleos polares do saco
embrionario (fusao tripla) dando origem ao endosperma tripldide (Beltrati & Paoli
2003).

As sementes maduras sdo constituidas pelo embrido, que pode ser

envolvido pelo tegumento, tecido dipldide originario da planta-méae, e endosperma,



de acordo com a espécie (Bewley & Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Na maioria
das espécies, o embrido ou este e 0 endosperma ocupam a maior parte do volume
da semente, enquanto os tegumentos, se transformam em revestimento da
mesma, sofrendo consideravel reducdo em espessura e desorganizacdo parcial
(Esau 1974).

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

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

1.1.1. Tegumento

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

Variacdes na estrutura do tegumento dependem de caracteres especificos
do dvulo, especialmente quanto ao niumero e espessura dos tegumentos e arranjo
do tecido vascular, e das modificagbes sofridas pelo tegumento durante o
desenvolvimento e maturacdo da semente (Esau 1974). A variabilidade anatdmica
dos tegumentos tem sido utilizada taxonomicamente para distinguir diferentes
géneros e espécies (Prakash 1987, Bewley & Black 1994).

No tegumento ocorre a formacéo de tecidos diversos, com diferentes tipos
de células contribuindo como elementos estruturais dos envoltérios das sementes.

Elementos mecanicos que conferem rigidez ao tegumento, como células



esclerenquimaticas, cujas paredes podem ser lignificadas, formam camadas ou se
dispdem de maneira esparsa (Beltrati & Paoli 2003).

Nas camadas mais externas das sementes desenvolvem-se, com
frequéncia, células taniferas, relacionadas a protecdo contra predadores e
microorganismos, ao aumento da dureza dos tegumentos e a atribuicdo de cor a
semente, podendo ocorrer, ainda, a presenca de camadas cuticulares, que
auxiliam na protecdo e impermeabilidade do tegumento (Esau 1974, Bewley &
Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Na regido 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 calcio ou carbonato, relacionados a protecdo da
semente. Ja os tecidos secretores sdo raros nos tegumentos das sementes, mas
células mucilaginosas quando presentes retém agua fornecendo uma barreira em
torno da semente (Bewley & Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Em algumas
familias de Angiospermas foram observados estbmatos na epiderme externa da
testa, que provavelmente facilitam trocas gasosas (Beltrati & Paoli 2003).

Em uma semente bitegumentada estdo presentes a testa (tegumento
externo) e o0 tégmen (tegumento interno), enquanto em sementes
unitegumentadas considera-se que existe apenas a testa e em alguns casos
extremos, as sementes sdo ategumentadas (Beltrati & Paoli 2003).

Nas sementes de Leguminosae o0 tegumento interno desaparece ou €
frequentemente amassado durante a ontogénese, ndo contribuindo para a
formacao 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 palicadica, que é
constituida de esclereides - macroesclereides, ou células de Malpighi, com
paredes desigualmente espessadas (Esau 1974, Corner 1976). As células da
camada subepidérmica diferenciam-se nas chamadas “células colunares”, também

denominadas células em pilar, ampulheta ou osteoesclereides, dependendo da



distribuicdo dos espessamentos da parede e formatos das células. O tecido
localizado mais profundamente € um parénquima lacunoso com grandes células
alongadas tangencialmente na parte externa e células menores e muito
ramificadas na interna. Na regido do hilo ocorre a presenca de duas camadas em
palicada e, ainda, um grupo compacto de traqueideos (Esau 1974).

A camada palicadica tem sido indicada, especialmente em algumas
sementes de leguminosas, como causadora do alto grau de impermeabilidade,
devido a sua estrutura, presenca de cera e/ou lignina, consequentemente afetando
a capacidade de germinacdo (Esau 1974, Melo-Pinna et al. 1999). A maior
absorcdo de &gua deve ocorrer ap6s danificacdo ou retirada da camada
palicadica, possibilitando que ela alcance o endosperma e se inicie o processo de
germinacao (Melo-Pinna et al. 1999).

Essa impermeabilidade tem sido atribuida a diferentes regides da camada
palicadica, possivelmente restrita a regido conica dos macroesclereides ou a
chamada linha Iucida das células palicadicas, que € considerada particularmente
como a regido impermeavel, servindo como barreira a entrada de 4gua, resultante
do alto grau de reforco de uma regido restrita das paredes da epiderme,
especialmente compacta (Coe & Martin 1920, Cavazza 1950, Corner 1951,
Werker et al. 1973, Esau 1974, Werker 1980, Melo-Pinna et al. 1999).

Em muitas espécies sugeriu-se que a principal barreira para entrada de
agua seria oferecida pelos osteoesclereides, embora em sementes de soja esta
camada tenha um efeito promotor na entrada de agua (McDonald et al. 1988,
Bewley & Black 1994).

A camada parenquimatica do tegumento é permedavel a entrada, conducao
e distribuicdo de agua ao redor da semente durante 0s primeiros estagios de
embebicdo. Assim, apos a passagem de agua pela camada palicadica, ocorre a
sua conducdo pelas células parenquiméticas do tegumento que, devido a
expansao celular, causam o rompimento do tegumento, permitindo a maior

entrada de agua e a germinacéo (Santos 2002).



Os tegumentos apresentam, ainda, algumas diferenciagcbes que podem
auxiliar a entrada de agua e o processo de germinacao, podendo possuir regiées
mais delgadas, facilitando sua eventual ruptura, falhas na deposicédo das placas
impermeabilizantes de suberina, ou a formacdo de uma zona de depresséo
situada ao lado do hilo, em que as células da camada palicada do tegumento
estdo em equilibrio metaestavel de tensédo, com disposicao radial distinta do resto
do tegumento, rompendo-se facilmente por qualquer chogue nessa regiao
(Crocker & Davis 1914, Hamly 1932, Spurny 1973).

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

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

Assim, inibidores da germinacao, como acido abscisico e cumarina, podem
estar presentes no tegumento de algumas espécies, como Arachis hypogaea L.,
Corylus avellana L., Eleagnus angustifdlia 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 producao de
enzimas hidroliticas relacionadas a maturacdo, germinacdo e mobilizacdo de

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



1.1.2. Endosperma

Na maioria das sementes, envolvendo o embrido, ha um tecido de reserva
denominado endosperma, que pode permanecer até sua maturacdo ou ser total
ou parcialmente consumido pelo embrido em desenvolvimento logo apdés a sua
formacdo, como ocorre nas espécies em que a reserva € acumulada nos
cotilédones volumosos, no eixo hipocotilo-radicula ou em ambos, e o embrido
preenche toda a cavidade delimitada pelos envoltérios da semente (Esau 1974,
Beltrati & Paoli 2003). Caso o endosperma persista na semente madura, as
substancias de reserva presentes no tecido servirdo como fontes nutritivas
utilizadas para o desenvolvimento da plantula, sendo degradado durante a
germinacao (Labouriau 1983, Bewley & Black 1994).

A longevidade do endosperma, sua consisténcia, tipo e quantidade de
reservas sao variaveis nas diferentes espécies (Esau 1974, Beltrati & Paoli 2003).
Em geral as células tém paredes celulares finas e o material de reserva localiza-se
no seu interior, como em endospermas amilaceos, contendo grdos de amido,
muitas vezes associados a proteinas em granulos amorfos ou graos de aleurona,
ou em endospermas oleaginosos, ricos em material lipidico (Beltrati & Paoli 2003).
Em alguns casos, o endosperma apresenta como substancias de reserva,
polissacarideos e hemiceluloses, armazenados nas paredes celulares (Crocker &
Barton 1953, Meier 1958, Buckeridge et al. 2000b, Beltrati & Paoli 2003). As
proteinas e o0s oligossacarideos de série rafinésica também sédo importantes

reservas nas sementes (Bewley & Black 1994).

1.1.3. Embriao

O embrido consiste, geralmente, de um eixo embrionario, eixo hipocotilo-
radicula, e uma ou duas folhas modificadas, chamadas cotilédones. O eixo
embrionario é constituido por uma porc¢ao caulinar, o hipocétilo; um rudimento de

raiz, a radicula; e pelo meristema ou gema apical do caule, a plumula (Bewley &



Black 1994, Beltrati & Paoli 2003). Quando dois cotilédones estdo presentes
(dicotiledbneas), o meristema ou a gema apical do caule (plamula) encontra-se
entre eles e, quando ha apenas um cotilédone terminal (monocotiledéneas), a
posicdo da plumula é considerada lateral. Em sementes de leguminosas, 0s
embrides podem apresentar plumulas em diversos graus de desenvolvimento, de
acordo com o género ou espécie (Beltrati & Paoli 2003). O embrido, envolvido pelo
tegumento e endosperma, geralmente estd protegido da estiagem e de

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

1.2. GERMINACAO E POS-GERMINACAO

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

A germinacdo pode ser dividida em trés fases: embebicdo, aumento da
atividade metabdlica e iniciacdo do alongamento e crescimento do eixo
embriondrio, que resulta na protrusdo da radicula (Bewley 1997). Para que a
germinagcdo ocorra € necessaria, portanto, a hidratacdo das sementes
quiescentes, sob condi¢cbes favoraveis ao aumento do metabolismo, dependendo
de agua, temperatura adequada, presenca de oxigénio, auséncia de substancias
inibidoras e em algumas espécies condicdo adequada de luminosidade (Bewley &
Black 1994, Raven et al. 1999, Taiz & Zeiger 2004).

A etapa de hidratacdo € limitante aos varios outros processos fisioldgicos
gue ocorrem na semente ortodoxa germinante, porém, em alguns casos Sao
necessarias mudancas no tegumento para que ocorra a embebicdo, a fim de
permitir a entrada da agua, que causa a expansao do embrido e do endosperma,
rompendo o tegumento e facilitando o processo de germinacao (Labouriau 1983,
Raven et al. 1999).



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

Porém, a mobilizacdo das reservas e o crescimento e desenvolvimento do
embrido e da nova plantula comecam somente quando a germinagao termina,

durante o processo chamado de pds-germinacéo (Bewley & Black 1994).

1.3. PAREDE CELULAR DE RESERVA DAS SEMENTES

As Angiospermas apresentam diferentes estratégias de adaptacdo aos seus
respectivos ambientes, entre as quais se encontra o acumulo de certos compostos
de reserva em suas sementes (Buckeridge et al. 2000c). As reservas de
polissacarideos 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 propdem que a parede celular seja uma matriz
complexa e espessa com diferentes papéis fisioldgicos, formada de dois, ou
muitas vezes, trés dominios estruturalmente independentes, mas que interagem
entre si (McCann & Roberts 1991, Carpita & Gibeaut 1993, Carpita & McCann
2000).

O dominio fundamental da parede celular é formado por microfibrilas de
celulose, macromolécula organica mais abundante da Terra, envolvidas por
hemiceluloses, que podem estar forte ou fracamente ligadas a celulose por pontes
de hidrogénio (Alberts et al. 1997, Buckeridge et al. 2000c, Carpita & McCann
2000) (Fig. 1A e 1B).
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LigagcBes cruzadas B

entre microfibrilas microfibrila de
celulose

_<+—___dominio de

pectinas
hemicelulose hemicelulose
fortemente ligada fracamente ligada
Lamela Parede Membrana a celulose a celulose
meédia celular plasmatica
C

Paredfe Parede de reserva
Primaria com pectina

Parede Parede de reserva
Primaria com hemicelulose

Figura 1. Representacdo esquematica da parede celular priméaria (A e B) e das
paredes de reserva com pectina (C) ou hemicelulose (D), em corte transversal. O
dominio protéico, que representa menos do que 10% da parede celular, foi omitido
(Buckeridge et al. 2000c).
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O dominio celulose-hemicelulose, interligado por polimeros de
hemiceluloses, encontra-se imerso no segundo dominio, formado por uma matriz
de polissacarideos ricos em &cidos galacturbénicos, a matriz péctica (Cosgrove
1999, Buckeridge et al. 2000c, Carpita & McCann 2000) (Fig. 1A).

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

A parede celular de reserva pode ser vista como variacdo desse modelo,
em que um dominio, ou um de seus polissacarideos, tenha sido depositado em
maior quantidade em relacdo aos demais (Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et
al. 2000c) (Fig. 1C e 1D). Assim, a parede de reserva constitui, possivelmente,
uma adaptacdo evolutiva das paredes celulares primarias, que desenvolveram a
capacidade de armazenar grandes quantidades de carboidratos (Buckeridge &
Reid 1996).

A parede de reserva pode acumular polimeros derivados de pectina, como
os arabinogalactanos ou de hemiceluloses, como galactomananos e xiloglucanos,
apresentando pouca ou nenhuma quantidade de celulose, juntamente com
pequenas quantidades de outros polissacarideos tipicos da parede celular
(Buckeridge et al. 2000c) (Fig. 1C e 1D).

A proporcdo pequena de celulose presente na parede de reserva facilita o
processo de mobilizacdo, o qual seria consideravelmente mais complexo se
proporcdes maiores de celulose estivessem ali presentes (Buckeridge et al.
2000b).

Para caracterizar, quantificar e purificar polissacarideos de reserva e
enzimas de parede celular, tém sido feitos estudos utilizando diversas técnicas,
como a cromatografia, para caracterizar polissacarideos (Franco et al. 1996) e a

eletroforese em gel, para detectar enzimas e isoenzimas (Dirk et al. 1995).
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J& métodos que envolvem o uso de anticorpos policlonais especificos tém
sido utilizados para detectar e localizar os polissacarideos e as hidrolases
presentes na parede celular, como o immunoblotting, para detectar enzimas
(Sekhar & DeMason 1990, Buckeridge & Reid 1994); tissue printing, para localizar
hidrolases (Toorop et al. 1996, Nonogaki et al. 1998, Nonogaki & Morohashi 1999,
Nonogaki et al. 2000, McCartney & Knox 2002) e métodos imunocitoquimicos,
com anticorpos marcados com compostos fluorescentes (Orfila & Knox 2000,
Leubner-Metzger 2002) ou com ouro coloidal (Sekhar & DeMason 1990,
Buckeridge & Reid 1994, Nikus et al. 2000), para localizar tanto polissacarideos

como enzimas.

1.4. POLISSACARIDEOS DE RESERVA DE PAREDE CELULAR

Os polissacarideos de reserva presentes na parede celular séo
denominados polissacarideos de reserva de parede celular (PRPC) (Reid 1985a,
Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 2000b). Esses polissacarideos séo
mobilizados ap0s a germinacdo das sementes, durante o desenvolvimento e
estabelecimento das plantulas, periodo essencial para que o ciclo de vida das
plantas seja completado, e seus produtos de degradacdo sdo usados para
geracdo de energia e producdo de matéria-prima para a construcdo de novos
tecidos e células (Mayer & Poljakoff-Mayber 1975, Reid 1985a).

Os PRPC séo relativamente inertes no que concerne a sua reatividade
quimica e apresentam diferentes graus de solubilidade em &gua. Essas
caracteristicas conferem alta compactacdo e baixa reatividade ao polimero e
tornam possivel a existéncia de um “compartimento celular”, a parede celular, que
permite o fluxo de agua com um grau de liberdade consideravel. Porém, o custo
metabdlico para produzir tais polimeros é alto, pois estes necessitam de um
complexo sistema de biossintese, secrecdo e montagem no meio extracelular
(Buckeridge et al. 2000c).
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Esses polissacarideos, além da funcdo de reserva, desempenham funcées
paralelas associadas a dureza (mananos em endospermas de sementes de
palmeiras, tomate e alface), relacdes hidricas (xiloglucanos em cotilédones e
galactomananos em endospermas de sementes de leguminosas) e no controle da
expansao celular (galactanos nos cotilédones de lupino e, em menor proporcéao,
em sementes de feijdo e soja) (Buckeridge et al. 2000c).

Essas funcdes secundérias seriam importantes no mecanismo evolutivo
que levou as plantas a utilizarem polissacarideos da parede celular como reserva
de carbono (Buckeridge & Reid 1996, Buckeridge et al. 2000b). Assim, 0s
polissacarideos de reserva teriam passado por etapas de transferéncia de funcdes
ao longo da evolucéo, que seriam importantes nas transformacgfes que levaram a
formacao da parede de reserva a partir da parede priméaria (Buckeridge & Reid
1996).

Os polissacarideos de reserva presentes na parede celular séo
classificados em trés grupos distintos: os mananos, os xiloglucanos e os (arabino)
galactanos (Buckeridge et al. 2000c). Como a classificacéo € baseada na estrutura
e composicéo, os mananos sao subdivididos em mananos puros, glucomananos e
galactomananos (Buckeridge et al. 2000a), sendo este ultimo 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 estdo presentes em
sementes de espécies de outras familias, como Compositae, Convolvulaceae,
Annonaceae, Malvaceae, Palmae e Umbelliferae (Tookey et al. 1962, Dea e
Morrison 1975, Guzman & Hernandez 1982, Buckeridge et al. 2000b).

Os primeiros estudos com espécies que armazenam galactomananos em
suas sementes foram realizados por Nadelmann, em 1890. Este autor reportou a

presenca de galactose e manose em varias espécies, incluindo uma espécie
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tropical, Schizolobium sp., notificando o galactomanano como uma substancia

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

Os galactomananos sao constituidos de uma cadeia principal formada por
unidades de D-manose unidas entre si por ligagcdes glicosidicas B-(1—4), a qual
unidades de D-galactose estdo unidas através de ligacdes do tipo a-(1—6),
formando ramificacdes simples (Moe et al. 1947, Unrau 1961, Somme 1968, Manzi
& Cerezo 1984) (Fig. 2).

CH,OH CH,OH

Manose/Galaclose
OH OH

OH
OCH, CH,OH OCH, CH,O0H
& 0 0, 0) (0]
0 OH OH Y OH OH Y OH OH 0 OH OH, 0\
~

Figura 2. Modelo esquematico da estrutura quimica do galactomanano,
mostrando a cadeia linear de unidades de manose e suas ramificacbes com

unidades de galactose.

A razdo manose:galactose e a distribuicdo das unidades de galactose ao
longo da cadeia principal do manano variam de espécie para espécie, entre
aproximadamente 1:1 e 4:1, sendo geneticamente controladas e importantes para
estudos quimiotaxondmicos e evolutivos (Reid & Meier 1970, Bailey 1971,
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Edwards et al. 1989, Buckeridge & Dietrich 1990, Buckeridge et al. 1995b,
Buckeridge et al. 2000a).

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

O endosperma embebido protege o embrido contra perda de agua através
de um efeito conhecido como “tampao de agua”, durante periodos de seca ap0s
embebicdo, protegendo-o contra estresse hidrico (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
resisténcia fisica ao endosperma no periodo de germinacdo, baseado nas duas
das principais caracteristicas dos mananos puros, constricAo mecanica a
protrusao da radicula e protecdo contra injuria mecanica (Buckeridge et al. 2000a,
Lisboa 2003).
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Essas funcbes seriam tdo importantes e significativas quanto as funcdes de
reserva e embebicdo, sendo que somente apdés o enfraguecimento do
endosperma que circunda o embrido, pela acdo de enzimas hidroliticas, a
degradacéo das paredes celulares aliviaria a barreira mecéanica que constringe o
alongamento da radicula, ocorrendo a germinacdo, como observado em tomate
(Groot et al. 1988, Nonogaki & Morohashi 1996, Toorop et al. 1996, Voigt &
Bewley 1996), meldao (Welbaum et al. 1995), tabaco (Leubner-Metzger et al. 1995)
e cevada (Schuurink et al. 1992).

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

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

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

Confere-se, portanto, uma importancia ecoldgica a esse polissacarideo na
germinacao das sementes e crescimento da plantula, jA que as caracteristicas da
semente podem contribuir para diferentes estratégias de adaptacdo, decorrentes
provavelmente de um mecanismo de selecdo desempenhado durante a evolugéo,
permitindo a sobrevivéncia da planta (Potomati 2000). Essa mesma importancia

ecologica foi atribuida por Reid (1985b) para sementes de leguminosas.
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Por suas propriedades fisico-quimicas, os galactomananos apresentam
consideravel importancia comercial, principalmente no que se refere a solubilidade
em 4gua e as solugdes viscosas que formam, sendo utilizados em varios setores
industriais (Buckeridge et al. 2000a, Edwards et al. 2002). Entre esses setores se
destacam os de alimentos (Glicksmann 1962, Buckeridge et al. 2000a), papel e
explosivos (Whistler & Smart 1953, Lima et al. 2003), cosméticos (Chudzikowiski
1971), produtos farmacéuticos (Buckeridge et al. 2000a), dentre outros (Dea &
Morrison 1975). A goma guar (Cyamopsis tetragonolobus (L.) Taub.) e a goma
caroba (Ceratonia siliqua), por exemplo, sdo usadas na industria de alimentos
como espessantes, estabilizadores e agentes geleificantes, sozinhos ou
combinados com outros polissacarideos (Dea & Morrison 1975, Reid & Edwards
1995). Nesse enfoque, a razdo manose:galactose é, também, extremamente
importante como fator comercial, ja que os galactomananos com maior nivel de
ramificacdo favorecem misturas ou interagcdes comerciais com outros polimeros
(Dea et al. 1977).

1.5.3. Degradacéo dos galactomananos

A mobilizagéo dos galactomananos € mediada por trés enzimas hidroliticas:
a- galactosidase (EC 3.2.1.22) - responséavel pela quebra das ligagbes a-(1—6)
existentes entre as unidades de galactose e manose; endo-B-mananase ou $3-1,4-
manano-endo-hidrolase (EC 3.2.1.78) - que atua sobre as ligacdes do tipo B-(1—4)
existentes entre as unidades de manose da cadeia principal, reduzindo o manano
a oligossacarideos; exo-p-manosidase ou B-manosidase (EC 3.2.1.25) - especifica
para a quebra das ligacdes p-(1—4) entre as unidades de manose dos
oligossacarideos provenientes da acdo da endo-B-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).
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Figura 3. Modelo esquematico da degradacdo do galactomanano, mostrando a
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atividade das trés enzimas hidroliticas (Buckeridge & Reid 1996).
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Como a endo-B-mananase em sementes de leguminosas age como a
mananase de sementes contendo manano puro, as ramificacbes de galactose na
cadeia principal de manano interferem em sua acédo hidrolitica (Reid & Edwards
1995). Dessa forma, em espécies como Medicago sativa L. (alfafa), Cyamopsis
tetragonolobus e Sesbania virgata, torna-se importante a acdo da a-galactosidase,
desgalactosilando o polimero, anteriormente a ac&o hidrolitica da endo-f-
mananase e da exo-B-manosidase (McCleary & Mathenson 1975, Buckeridge et
al. 2000a, Lisboa 2003).

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

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

J& a acéo hidrolitica da a-galactosidase e da endo--mananase controlam a
acdo da exo-B-manosidase, que sé pode agir sob o produto das duas enzimas,
mano-oligossacarideos desgalactosilados, manobioses e manotrioses, nao tendo
atividade sobre o polimero (McCleary 1983, Buckeridge et al. 2000a, Mo & Bewley
2002, Mo & Bewley 2003).

Até o momento, poucos estudos tém explorado o local onde ocorre a
sintese das enzimas hidroliticas, sua migracdo e localizacdo durante todo o
processo de germinacdo e poés-germinacdo. A camada de aleurona tem sido
sugerida como suposta responsavel pela sintese de enzimas hidroliticas utilizadas

para a degradacdo do galactomanano no endosperma, como Vverificado 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).
JA em sementes de Ceratonia siliqua verificou-se que as enzimas sao
provavelmente produzidas nas células endospérmicas (Seiler 1977, Buckeridge et
al. 2000a). Em sementes de Sesbania virgata, Buckeridge et al. (2000a)
propuseram que as enzimas poderiam ser produzidas tanto pela camada de
aleurona como pelas células do endosperma.

Quanto a migracao e localizacdo das enzimas, sabe-se que a atividade da
mananase aparece inicialmente no endosperma que circunda a radicula e, apods a
emissdo da radicula, aumenta no restante do endosperma lateral, estando
envolvida tanto no processo de germinacdo quanto em eventos pos-germinativos
em sementes de tomate (Groot et al. 1988, Nonogaki et al. 1992, Nomaguchi et al.
1995, Nonogaki & Morohashi 1996, Nonogaki et al. 2000, Mo & Bewley 2002) e de
Sesbania virgata (Lisboa 2003).

Assim como a endo-B-mananase, a exo-B-manosidase esta presente no
endosperma que circunda a radicula durante a germinacdo e no endosperma
lateral apds a germinacdo de sementes de tomate (Mo & Bewley 2002). Essas
enzimas parecem ser reguladas similarmente, de maneira temporal (Mo & Bewley
2003). A a-galactosidase encontra-se, também, presente no endosperma que
circunda a radicula, no endosperma lateral e no embrido durante e depois da
germinacdo em sementes de tomate (Feurtado et al. 2001).

Nas sementes de alface e Trigonella foenum-graecum a atividade da endo-
B-mananase ndo € detectada antes da germinacdo, comeg¢ando a agir, no entanto,
imediatamente apds a protrusdo da radicula, ocorrendo principalmente na regido
do endosperma proximo ao eixo embrionario (Dirk et al. 1995, Nonogaki &
Morohashi 1999).

Devido a presenca de multiplas isoformas da endo-pB-mananase, espacial e
temporalmente distintas durante a germinacdo e pés-germinacdo das sementes
(Dirk et al. 1995), as sequéncias e expressdes génicas dessa enzima vém sendo
cuidadosamente reportadas, obtendo-se clones de cDNA da enzima em sementes
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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 multiplas isoformas da o-
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 trés isoformas
da o-galactosidase nas sementes de tomate e, através da obtencédo e
sequenciamento do cDNA da enzima, demonstraram alta homologia da a-
galactosidase do tomate com outras galactosidases, especialmente com as de
sementes de café (Zhu & Goldstein 1994). Ainda, em sementes de tomate, a exo-
B-manosidase também foi clonada recentemente durante e apdés a germinacdo
(Mo & Bewley 2002).

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

Em todas as espécies de leguminosas estudadas, a mobilizacdo do
galactomanano inicia apds a germinacao (Buckeridge et al. 2000c). Provavelmente
essa mobilizacao seja induzida durante ou depois da germinacéo por algum fator,
ja que em endospermas de sementes de Trigonella foenum-graecum e Ceratonia
siliqua, a endo-B-mananases para a primeira espécie e o-galactosidase para
ambas as espécies sao sintetizadas de novo (Reid & Meier 1973, Seiler 1977,
Buckeridge et al. 2000c).

Pela acdo das hidrolases, os galactomananos sdo desmontados até seus
monossacarideos constituintes (manose e galactose), que sao absorvidos pelos
cotilédones através de difusdo passiva para a galactose e transporte ativo para a
manose (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2000c). Os mano-
oligossacarideos produzidos durante a degradacdo do galactomanano no

endosperma podem ser em parte transportados para os cotilédones, onde serao
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catabolizados pelas enzimas hidroliticas, como sugerido em sementes de alface
(Bewley & Black 1994) e de Sesbania virgata (Buckeridge & Dietrich 1996).

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

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

Paralelamente a degradacdo dos galactomananos no endosperma, ainda,
ocorre producdo e acumulo de amido transitorio nos cotilédones, posteriormente
degradado durante o crescimento da plantula, servindo como fonte de energia
para o embrido (Reid 1971, Buckeridge & Dietrich 1996, Tiné 1997, Buckeridge et
al. 2000a).

Lisboa (2003) sugere, em sementes de Sesbania virgata, que existe um
mecanismo que evitaria a producdo dos acucares redutores em excesso € a
subsequente producdo de grandes quantidades de sacarose e amido transitorio,
devido a acdo espacada e momentanea da endo-f-mananase, que possui pH
otimo e ponto isoelétrico (pl) idénticos.

Esse mecanismo teria um papel importante no controle da degradagao do
polimero, ja que a distribuicdo e o transporte dos produtos de degradacao seria
provavelmente mais eficiente, uma vez que pouparia energia e desperdicio de
material organico necessario ao crescimento da plantula (Lisboa 2003). Além

disso, ha estudos que demonstram que o embrido exerce um papel importante no
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controle da hidrélise do galactomanano (Zambou & Spyropoulos 1990, Bewley &
Black 1994).

1.5.4. Regulacéo da degradacdo dos galactomananos

O endosperma das sementes de leguminosas provavelmente esteja sob
controle indutor das auxinas e giberelinas (Spyropoulos & Reid 1985). A agédo da
giberelina j& foi demonstrada na regulagcédo da germinagcdo de sementes de tomate,
induzindo o enfraquecimento do endosperma, embora até o0 momento ndo pode
ser verificada a acdo indutora do acido giberélico na degradacdo de
galactomananos em Leguminosae, o que sugere que esta familia tem um controle
metabolico 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 existéncia de um inibidor(s) soluvel
em &gua, provavelmente relacionado a sintese das hidrolases na camada de
aleurona, que de alguma forma € inativado ou degradado durante a germinacéo,
conseqguentemente liberando a mobilizacao da reserva de parede celular.

Embora a inibicdo da degradacdo do galactomanano em endospermas de
sementes de Trigonella foenum-graecum seja maior com o aumento do estresse
hidrico, as atividades das hidrolases ndo séo afetadas (Spyropoulos & Reid 1988).
Dessa forma, esses autores concluiram que a inibicdo da degradacdo do
galactomanano através do estresse hidrico ndo ocorre pela inibicdo da sintese
protéica, mas pela inibicdo do dreno de acUcares redutores, que inibiriam a
atividade das hidrolases, embora a sintese da endo-B-mananase e exo-f-
manosidase possam ser inibidas caso o estresse hidrico ocorra antes da
degradacéo do galactomanano.

Sabe-se que o acido abscisico (ABA) € um potente inibidor da degradacéo
do galactomanano, e estd envolvido no mecanismo de regulacdo dessa
mobilizacdo 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 presenca do ABA inibe a degradacéo do galactomanano, interferindo na
atividade das enzimas hidroliticas e modulando interacbes bioquimicas e
fisiologicas entre o endosperma e embrido durante e apdés a germinacao de
sementes (Bewley & Black 1994, Buckeridge et al. 2000a, Potomati & Buckeridge
2002). Somente quando o hormdnio é lixiviado ou metabolizado, a transferéncia
de carbono e energia entre os 6rgdos pode ser iniciada, sendo assim importante
no estabelecimento da espécie no ambiente (Buckeridge et al. 2000a).

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

A presenca de ABA no tegumento de algumas espécies sugere a
participacdo conjunta desse horménio com o0 tegumento no mecanismo de
dorméncia e no processo de germinagdo (Bewley & Black 1994). Sementes
mutantes de tomate deficientes em ABA apresentam um tegumento menos
resistente contribuindo para uma germinacdo mais rapida do que em sementes
selvagens, que respondem diferentemente ao estresse osmaotico e a dorméncia,
provavelmente devido a presenca de mais camadas no tegumento (Hilhorst &
Downie 1996, Downie et al. 1999).

Potomati e Buckeridge (2002) observaram efeito do ABA exdgeno sobre o
processo de germinacdo e degradacdo do galactomanano no endosperma de
Sesbania virgata. Os autores verificaram o retardamento da germinagao em
presenca do hormonio e, utilizando endospermas e embrides isolados,
propuseram que o galactomanano funcionaria mais como uma reserva de agua do

que de carbono para o embrido, e que o efeito do ABA na germinacdo e poés-
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germinacdo poderia estar relacionado com absor¢do de agua pelo embrido em
crescimento.

Além da modulagéo da absorcao de agua pelo embrido, todo o processo de
degradacédo do galactomanano e utilizacdo desta reserva pelo embrido seriam
modulados pela presenca do horménio, conforme Potomati & Buckeridge (2002).
Provavelmente em sementes de S. virgata, o ABA seja andlogo as saponinas
detectadas em sementes de Trigonella foenum-graecum (Zambou et al. 1993).

Porém, alguns trabalhos divergem quanto ao efeito do ABA na germinacgao
e mobilizacdo de reservas. Berry & Bewley (1991) levantaram uma hipotese de
que o potencial osmotico, entre o endosperma e o embrido, € muito mais
importante na regulacdo da germinagdo do que o ABA, como observado também
em grao de bico (Iglesias & Babiano 1997), cevada (Yamada 1984) e arroz (Qin
1990).

A adicao de acUcares ou aminoacidos no meio de incubacao das sementes
de Arabidopsis sp. suprimem a acao inibitéria do ABA, liberando a germinagéo
(Garciarrubio et al. 1997, Finkelstein & Lynch 2000). Apesar de outros autores
sugerirem no mesmo género que os aglucares modulam os genes de biossintese
de ABA, induzindo a biossintese do horménio e o acumulo de ABA enddgeno
(Cheng et al. 2002, Le6n & Sheen 2003).

O ABA, de qualquer maneira, comeca a atuar durante o desenvolvimento
das sementes, a fim de promover a sobrevivéncia da planta, ocorrendo na maioria
das espécies desde a maturacdo da semente, aquisicdo da tolerancia a
dessecacado, prevencdo da germinacdo precoce até a mobilizacdo 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 utilizacdo da reserva, exercendo papel
fundamental na adaptacdo e estabelecimento de diferentes plantulas 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
embrionario, localizando-se entre o embrido (radicula e cotilédone) e o tegumento,
podendo variar muito quanto a presen¢a ou auséncia da camada de aleurona,
células endospérmicas vivas ou ndo e acumulo de corpos protéicos ou graos de
aleurona (Buckeridge & Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000a).

As sementes de Trigonella foenum-graecum e Cyamopsis tetragonolobus
nao apresentam corpos protéicos, exceto na camada de aleurona. Além disso, as
células endospérmicas nao sao vivas, sendo o citoplasma reduzido durante a
maturacdo, em funcdo da deposicdo macica 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 a 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
sao vivas, apresentando corpos protéicos no citoplasma, e o galactomanano pode
ser visto como um espessamento da parede. Porém, ndo ocorre distingao clara
entre o endosperma e a camada de aleurona (Seiler 1977, Buckeridge et al.
2000a). Em sementes de Sesbania virgata as células endospérmicas sao vivas e
ocorre a presenca de corpos protéicos tanto no citoplasma das células do
endosperma como na camada de aleurona, apresentando anatomia intermediaria
entre as sementes de Ceratonia siligua e de Trigonella foenum-graecum
(Buckeridge & Dietrich 1996) (Fig. 4E-G).
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Figura 4. Seccdes 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 = 300um. (CA =
camada de aleurona, CO = cotilédones, EN = endosperma, H = haustério, 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 haustorios,
aparentemente imersas no endosperma contendo galactomanano, provavelmente
responsaveis pela producdo das enzimas hidroliticas (Buckeridge et al. 2000a)
(Fig. 4A). Segundo Nadelmann (1890), sementes de Gymnocladus canadensis
Lam. apresentam as mesmas caracteristicas anatdbmicas.

Sementes de Senna occidentalis (L.) Link. apresentam grandes espagos no
endosperma, provavelmente preenchidos com gases utilizados no
desenvolvimento inicial do embrido em solos inundados, sendo uma adaptacao

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

1.6. A ESPECIE Sesbania virgata

Dentre as espécies cujas sementes acumulam galactomananos, encontra-
se Sesbania virgata (Cav.) Pers., pertencente a familia Leguminosae (=Fabaceae),
sub-familia Faboideae (=Papilionoideae), tribo Robinieae (Lavin 1987, Judd et al.
1999, Kissmann & Groth 1999). Entre as plantas faner6gamas, Leguminosae
consiste na terceira maior familia, depois da Asteraceae (Compositae) e
Orchidaceae, com cerca de 670 géneros e 17.500 espécies (Kissmann & Groth
1999).

1.6.1. Sindbnimos e nomes vulgares

A espécie tem como sinbnimos Aeschynomene virgata Cav., Coronilla
virgata (Cav.) Willd. e Sesbania marginata Benth. (Kissmann & Groth 1999), sendo
Sesbania virgata 0 nome taxonomicamente correto, segundo a Lei de Prioridade
do Cddigo Internacional de Nomenclatura Botanica (Greuter et al. 2003). O nome
“virgata”, um adjetivo latino que quer dizer “cheio de varas”, deve-se ao caule

cilindrico e ramificado da planta (Kissmann & Groth 1999).
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No entanto, muitos trabalhos que se referem a degradacdo do
galactomanano tém 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 “feijao-do-mato” no interior do Parana (Kissmann
& Groth 1999, Lisboa 2003).

1.6.2. Origem e distribuicéo

A Planta é nativa do Paraguai, Uruguai, norte e nordeste da Argentina e do
sul do Brasil, onde ainda se encontra presente. Ocorre em locais muito Umidos ou
alagados, principalmente em solos modificados e, apesar de sua presenca nao ter
sido muito intensa, desequilibrios no manejo das areas podem determinar um

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

1.6.3. Caracteristicas gerais

Planta infestante, perene, reproduzida por semente, com habito arbustivo,
podendo atingir de 2 a 4 m de altura (Fig. 5A). Pode apresentar o florescimento e
frutificacdo j& com 40cm de altura, com diversos surtos de florescimento por ano
(Fig. 5B e 5C). Suas flores sdo 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 embrido axial curvo (Fig.
5E). A unidade de dispersdo sédo os frutos indeiscentes, que flutuam na agua
(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.

31



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos investigar o papel do tegumento e
do ABA durante a germinacdo e pds-germinacdo das sementes de Sesbania
virgata (Cav.) Pers., a fim de compreender o mecanismo de controle da

degradacédo do galactomanano. Para tanto buscou:

e Descrever as alteracfes celulares e bioguimicas envolvidas na degradacéo
do galactomanano durante a germinacdo e poOs-germinacdo, inclusive
aquelas relacionadas a sintese e mobilizacdo da enzima endo-B-mananase;

e Relacionar os mecanismos de regulacdo dessa mobilizacdo ao ABA,
identificando seus efeitos sobre o processo de germinacdo e poés-
germinacao;

e Detectar a presenca do ABA enddgeno nos diferentes tecidos da semente
ao longo do periodo de germinacao e pds-germinacao;

e Investigar o papel do tegumento na degradacdo do galactomanano, bem
como sua relacédo com a liberacdo de ABA enddgeno na germinacao e pos-

germinacao.
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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 regiao

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

Figura 6. Espécime de S. virgata na regido urbana de Sao Bernardo do Campo.

Os frutos maduros foram colhidos aproximadamente a partir de 75 dias
apos a antese, baseando-se na coloracdo. Os frutos colhidos apresentavam
coloracédo escura, com 3 - 7,5 cm de comprimento por 0,7 - 1 cm de largura, e as
sementes apresentavam coloragéo castanha, com 5 - 7,5 mm de comprimento por
cerca de 4 mm de largura e 2,6 - 3mm de espessura, com aproximadamente 7,5%
de teor de agua e 0,07 g de matéria seca.

As sementes de S. virgata possuem alta longevidade, sendo obtidas altas
percentagens de germinacdo (80%) até 5 anos ap0s a coleta, se as sementes

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

As sementes quiescentes foram escarificadas e incubadas sobre papel de
filtro em placas de Petri contendo 0,5 ml de solugédo/semente. Como a quantidade
de sementes por placa variou de acordo com o método utilizado, as placas de
Petri (5 cm de diametro) com 5 sementes foram umedecidas na propor¢do de
1:12,5 (g de papel : g de solucédo), enquanto as placas de Petri (9 cm de diametro)
com 10 e 30 sementes foram umedecidas na proporcdo de 1:10 e 1:30
respectivamente (g de papel : g de solu¢do). Em parte das placas colocou-se
apenas agua e na outra solugdo de ABA 10™ M.

Apesar das sementes de Sesbania virgata apresentarem faixa 6tima de
germinacdo entre 31 e 34,6°C (Zayat 1996), as sementes foram incubadas em
condicdes de 12h de luz e temperatura de 25°C. Pois, em temperaturas infra-
Otimas o processo de germinacdo e degradacdo dos galactomananos ocorre de
forma mais lenta e todo o processo pode ser verificado com maiores detalhes.

A cada 24 horas de incubacao durante seis dias de embebicéo, periodo que
abrange as fases de germinacdo e degradacdo total de galactomananos
(Buckeridge & Dietrich 1996, Potomati & Buckeridge 2002), as sementes foram
coletadas e submetidas a diferentes andlises anatémicas e bioquimicas (Fig. 7).
As sementes coletadas que nao haviam germinado ou apresentavam

desenvolvimento pos-germinativo diferente das demais foram descartadas.
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Figura 7. Fluxograma dos métodos utilizados para as analises histolégicas e

bioquimicas.
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4.1. ANATOMIA

4.1.1. Analise histoldgica

Sementes embebidas em agua e ABA foram coletadas do segundo ao
sexto dia apds a embebicdo (10 sementes/placa) e fixadas em solucdo de FGAA
(formaldeido, glutaraldeido, acido acético, alcool etilico), segundo Lersten & Curtis
(1988). Os materiais fixados foram submetidos a vacuo por aproximadamente 30
minutos permanecendo, posteriormente, por no minimo 48 horas na geladeira
(4°C). ApOs esse prazo, os materiais foram hidratados a partir de etanol 70%,
segundo a série alcodlica etilica decrescente, permanecendo ao final 24 horas em
agua destilada. Em seguida foram mantidas em estufa a 60°C em Polietilenoglicol
20% (PEG 20%), cuja concentracdo, apos cerca de 48 horas de estufa, atingia o
nivel de 100%, sendo o material submetido ao emblocamento em PEG puro
(Freund 1970, Richter 1981).

As sementes emblocadas foram seccionadas transversalmente em
micrétomo de deslize, com espessura de aproximadamente 15 um, sendo parte
das seccBes obtidas com auxilio de fita adesiva transparente do tipo durex
(Richter 1981). ApGs a retirada do PEG com &gua destilada, as secg¢des foram
submetidas a colorag&o, com vermelho congo 1% aquoso (Dop & Gautié 1928).

As seccOes sem fita adesiva foram montadas em agua destilada entre
lamina e laminula vedadas com esmalte. Algumas das seccfes em fita adesiva
foram colocadas entre lamina e laminula em resina Permouth, sem a retirada da
fita adesiva. Outras foram colocadas em laminas com Adesivo de Haupt,
prensadas com a ajuda de duas laminas de madeira em uma morca durante 72
horas, posteriormente colocadas em xilol para a retirada da fita e, finalmente,
montadas em Permouth (Haupt 1930). As seccbes foram observadas em
microscépio de luz (Jena-Zeiss e Olympus BX50), com luz normal e polarizada, e

fotografadas.
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4.1.2. Teste do tetrazélio

Sementes embebidas em agua foram coletadas no segundo dia apés a
embebicdo e utilizadas para o teste do tetrazodlio. As sementes embebidas foram
seccionadas transversalmente e as secc¢oes submetidas a incubacéo com cloreto
de 2, 3, 5 trifenil - tetrazélio a 30°C, no escuro por 36 horas (Buckeridge 1988). As

seccdes foram observadas em microscopio de luz (Jena-Zeiss) e fotografadas.

4.2. BIOQUIMICA

4.2.1. Atividade das enzimas hidroliticas do galactomanano

Sementes embebidas em agua foram coletadas do segundo ao sexto dia
apés a embebicdo (5 sementes/placa) e dissecadas, separando-se o0
endotegumento e o endosperma. Os tecidos foram homogeneizados em tampao
acetato de sodio 50 mM pH 5,0, com adicdo de NaCl 100 mM, e deixados em
repouso por 15 minutos em camara fria (5°C). Apds o repouso, os extratos foram
centrifugados a 5°C em 10.000 g e os sobrenadantes submetidos a dosagem de
atividade enzimatica.

Para a atividade de a-galactosidase e exo-B-manosidase, os sobrenadantes
foram ensaiados utilizando-se o substrato sintético especifico p-nitrofenil-o-D-
galactopiranosideo e p-nitrofenil-B-D-manopiranosideo respectivamente (Reid &
Meier 1973, Buckeridge & Dietrich 1996). Para as referidas dosagens utilizou-se 5
ul de amostra acrescida de 10 ul de solugdo tampéo acetato de sédio 50 mM pH
5,0 e 10 pul do substrato especifico, incubando-se por 20 minutos em banho-maria
a 45°C. As atividades enzimaticas foram interrompidas com 1 ml de solucédo
Na,CO3; 0,1 N e as leituras das absorbancias feitas em espectrofotbmetro
Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (A) de 405 nm.
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Para analise da atividade da endo-B-mananase, 0s sobrenadantes foram
ensaiados utilizando-se o galactomanano a 1% em agua destilada como substrato
especifico. Utilizou-se para a dosagem 50 ul de amostra acrescida de 50 ul de
tampao acetato de sédio 50 mM pH 5,0 com 750 mM de galactose e 500 nul de
substrato especifico, incubando-se por 20 minutos em banho-maria a 45°C.

A atividade enzimatica foi detectada através da estimativa da viscosidade
da mistura de incubacgédo, 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 especifica (nsp) de cada tempo foi calculada
pela formula: nsy = (t-to/ty); onde t, foi o tempo de escoamento do extrato
enzimatico mais o tampédo, sem o galactomanano. A fungéo logaritmica de ns, foi
tracada contra o tempo decorrido, fornecendo uma linha reta que permitiu o
calculo do numero de unidades arbitrarias da atividade da endo-p-mananase como
10 vezes o numero de minutos reciprocos requeridos para msp dividido pela
metade do seu valor inicial (Reid et al. 1977, Buckeridge & Dietrich 1996).

4.2.2. Localizagdo da endo-B-mananase

4.2.2.1. Tissue Print

Sementes embebidas em &gua e ABA foram coletadas do segundo ao
quinto dia apdés a embebicédo (5 sementes/placa) e cortadas transversalmente na
regido mediana, com o auxilio de lamina de barbear. Esses cortes foram, entéo,
pressionados por aproximadamente 15 segundos sobre uma membrana de
nitrocelulose carregada positivamente, a fim de imobilizar as proteinas da semente
na membrana (Nonogaki et al. 2000, Hara et al. 2001). Apos a remocéao do tecido,
a membrana “carimbada” passou por todo o0 processo de imunolocalizagcéo

descrito a seguir, adaptado de Buckeridge & Reid (1994).
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As membranas foram incubadas por 3 horas em solucdo de bloqueio
contendo 0,1% de gelatina, 1% de BSA em tampéao fosfato salino (PBS) 0,1 M pH
7,0, contendo algumas gotas de Tween 20. Posteriormente, foram incubadas
durante uma noite em solugéo contendo anti-endo-B-mananase diluido 1:200 em
PBS, anticorpo que foi preparado em coelhos contra endo-B-mananase de
sementes de café, gentilmente cedido pelo Dr. Jarbas Giorgini do Departamento
de Biologia da Universidade de Sao Paulo (Ribeirdo Preto).

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

Apos a lavagem, as membranas foram mantidas em agitacdo constante e a
elas foi adicionado diaminobenzidina - DAB (0,05 g em 100 ml Tris-HCI 50 mM pH
7,4) seguido pelo perdéxido de hidrogénio 0,03%. A reacao foi interrompida com
lavagem das membranas com agua, podendo ser, entdo, visualizada a reacéo,
caracterizada por granulagéo de cor acastanhada no tecido, que indica a presencga
da enzima endo-B-mananase. As membranas foram analisadas em

estereomicroscoépio (Olympus SZ40) e fotografadas.

4.2.2.2. Immuno dot blotting

Sementes embebidas em agua foram coletadas do primeiro ao sexto dia
apos a embebicdo (30 sementes/placa) e dissecadas, separando-se o tegumento,
endosperma, cotilédone e a radicula. Os tecidos foram homogeneizados em
tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 7,8, filtrados em nylon e centrifugados a 5°C em
13.000 g por 10 minutos, sendo os sobrenadantes submetidos a dosagem de
proteinas através do método de Bradford (1976).
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Para a referida dosagem utilizou-se 80 ul de extrato enzimatico, 40 ul de
reagente (Bio Rad) e 150 ul de 4gua destilada. As leituras das absorbancias foram
feitas em Elisa (3550-UV) no comprimento de onda (A) de 595 nm. A partir da
dosagem de proteinas, foi retirado de cada extrato um volume correspondente a
100 ng de proteinas, que foram liofilizados e resuspendidos em 200 pul de Tris-HCI
50 mM pH 7,8.

Esses extratos foram, entdo, aplicados a uma membrana de nitrocelulose
carregada positivamente, em um volume correspondente a massa de 2 ug de
proteinas (sendo para endosperma a concentracdo reduzida pela metade para
facilitar a comparacgéo, ja que a atividade neste tecido € maior). A membrana foi
incubada por 1 hora em solucao de ferrocianeto de potassio 100 mM, para inibir a
atividade da peroxidase da semente, e, entdo, passou por todo o processo de
imunolocalizacdo descrito anteriormente para tissue printing (item 4.2.2.1),
adaptado de Buckeridge & Reid (1994). A reacéo, caracterizada por coloragao

acastanhada, indica a presenca da enzima endo-f-mananase no extrato.

4.2.2.3. Imunofluorescéncia

Sementes embebidas em &gua foram coletadas no terceiro dia apds a
embebicdo (10 sementes) e fixadas em solugdo de Karnovisky (paraformaldeido e
glutaraldeido em solucdo tampdo de cacodilato de sédio), segundo Karnovisky
(1965). Os materiais fixados foram submetidos a vacuo por aproximadamente 30
minutos permanecendo, posteriormente, por no minimo 48 horas na geladeira
(4°C). ApOs esse prazo, os materiais foram hidratados a partir de etanol 70%,
segundo a série alcodlica etilica decrescente, permanecendo ao final 24 horas em
agua destilada. Em seguida foram mantidas em estufa a 60°C em Polietilenoglicol
20% (PEG 20%), cuja concentracdo, apds cerca de 48 horas de estufa, atingia o
nivel 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
micrétomo de deslize, com espessura de aproximadamente 15 um e 25 ym, sendo
parte das sec¢Bes obtidas com auxilio de fita adesiva transparente do tipo durex
(Richter 1981). Apés a retirada do PEG com agua destilada, as secc¢des foram
submetidas a técnica de imunofluorescéncia, adaptada de Buckeridge & Reid
(1994), Orfila & Knox (2000) e Willats et al. (2001). Esta técnica foi similar ao
processo de imunolocalizacdo descrito anteriormente para tissue printing (item
4.2.2.1), porém as seccbOes foram incubadas em solucdo contendo anti-
imunoglobulina conjugado com fluoresceina, diluido 1:320 em PBS, e ndo houve
adicao de diaminobenzidina seguido pelo perdxido de hidrogénio 0,03% no final do
processo. A reacéo, caracterizada por fluorescéncia verde no tecido, indica a
presenca da enzima endo-f-mananase.

Como controle, algumas sec¢bes passaram pelo processo de bloqueio,
porém foram incubadas somente em anti-imunoglobulina, para deteccdo de
possiveis ligacdes ndo especificas do segundo anticorpo. Outras seccfes foram
submetidas a mesma técnica, porém sem nenhum anticorpo, substituindo-se a
incubacdo do mesmo por incubacdo em solucdo de bloqueio, visando detectar
possivel autofluorescéncia no material.

As seccbes foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Carl Zeiss,

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

4.2.3. Dosagem de ABA enddgeno

Sementes embebidas em agua foram coletadas no primeiro e terceiro dias
apos a embebicdo (30 sementes/placa) e dissecadas, separando-se o tegumento,
endosperma e embrido (cotilédone + radicula). Os tecidos separados foram
submetidos a técnica de determinacdo da concentracdo de ABA enddgeno 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 minimo 1g, foram individualmente pulverizadas
usando nitrogénio liquido e submetidas a extracdo com alcool, com adi¢cao de 3 ml
de metanol por amostra e agitacdo por 60 horas no escuro a 4°C. Nessa etapa da
extracdo foram adicionados, para cada amostra, 100 pl de ABA radiativo, como
um padrdo interno utilizado para determinar rentabilidade da extracdo e da
purificacdo do ABA. Os extratos foram filtrados em nitrocelulose, seguidos por
filtracdo em coluna Sep-Pak C-18, previamente ativada com 80% de metanol. Os
extratos filtrados foram secos, suspendidos em agua “Milli-Q” contendo 0,2 ml.L™
de acido formico pH 3,0 e submetidos a purificacdo do ABA pela técnica de
cromatografia liquida de alta performace (HPLC) numa coluna C-18 usando um
gradiente de eluicdo com agua “Milli-Q” contendo 0,2 ml.I"* de &cido férmico pH 3,0
e metanol por 45 minutos. As fragOes radioativas correspondentes ao ABA foram

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

contendo 0,2 g.'1 de azida (NaNs) e distribuidas numa microplaca de
espectrofotometro ELISA pré-condicionada com o anticorpo especifico para ABA,
gentilmente cedido pela Dra. Helenice Mercier do Departamento de Botanica da
Universidade de S&o Paulo. A concentracdo de ABA enddgeno foi calculada
usando a curva padrdo do ABA e sua densidade Optica relativa.

4.2.4. Dosagem de proteinas, a-galactosidase e agucares redutores

Sementes embebidas em agua, com e sem o tegumento, foram coletadas
do primeiro ao quarto dia apdés a embebicdo (5 sementes/placa, com trés
repeticdes por tratamento). Como a retirada do tegumento para o tratamento das
sementes embebidas sem o tecido sO pode ser possivel apds algumas horas de
embebicdo, a coleta das sementes embebidas sem tegumento ocorreu somente a
partir do segundo dia.

As sementes coletadas foram dissecadas, separando-se o endosperma
proximal (préximo ao tegumento), o endosperma distal (proximo 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 apés a
embebicéo, j& que a degradacdo intensa do endosperma a partir deste periodo

tornou impossivel a dissecacao deste tecido em proximal e distal.

Figura 8. Semente de Sesbania virgata demonstrando a dissecacdo do

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

transversal da semente. Fig. 8B. Seccéo transversal da semente. (TEG

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

cotilédone).

Os tecidos foram homogeneizados em tampéao Tris-HClI 20 mM pH 7,8 e
deixados em repouso por 30 minutos em camara fria (5°C). Apds o repouso, 0s
extratos foram filtrados, centrifugados a 13.000 g por 5 minutos e o0s
sobrenadantes submetidos a dosagem de proteinas, a-galactosidase e acgucares

redutores.
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Para a dosagem de proteina, utilizou-se 100 ul de amostra, 200 ul de
reagente (Bio Rad) e 700 ul de 4gua destilada. As leituras das absorbancias foram
feitas em espectrofotometro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (A) de
595 nm (Bradford 1976).

Para a analise da atividade de a-galactosidase, os sobrenadantes foram
ensaiados utilizando-se o0 substrato sintético especifico p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (Reid & Meier 1973, Buckeridge & Dietrich 1996). Para a
referida dosagem utilizou-se 10 ul de amostra acrescida de 10 ul de solucéo
tampao acetato de sodio 1 M pH 5,0 e 10 ul do substrato especifico, incubando-se
por 20 minutos em banho-maria a 45°C. A atividade enzimatica foi interrompida
com 1 ml de solucdo Na,CO3 0,1 N e as leituras das absorbancias feitas em
espectrofotdometro Shimadzu (UV-1201) no comprimento de onda (1) de 405 nm.

Para quantificacdo de acucares redutores, utilizou-se 70 ul ou 200 ul de
amostra, dependendo do extrato, completando o volume com &gua para 500 ul e
adicionando 500 ul de solugdo Somogyi, incubando-se por 15 minutos em banho-
maria a 100°C. Apos fervura, foi acrescentado 500 pl de reagente Nelson e 1 ml
de agua e as leituras das absorbancias feitas em espectrofotometro Shimadzu
(UV-1201) no comprimento de onda (1) de 520 nm. A quantificacdo de acuUcares

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

5.1. ANATOMIA

5.1.1. Descricdo anatdmica da espécie

Sementes de Sesbania virgata apresentam o tegumento dividido em trés
diferentes estratos: exotegumento, que apresenta uma camada palicadica
formada por macroesclereides alongados; mesotegumento, que apresenta uma
camada de células colunares com as extremidades distais dilatadas e constri¢cdo
mediana, denominadas osteoesclereides; endotegumento, que apresenta um
namero variavel de camadas de células parenquimaticas, alongadas
periclinalmente a superficie (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 acumulo 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 germinacdo e poés-
germinacao (Fig. 9, 11 e 12). O embrido encontra-se internamente ao endosperma

(dado néo apresentado).

5.1.2. Teste do tetrazélio no tegumento

Através do resultado do teste do tetrazélio detectou-se a presenca de
células vivas no endotegumento das sementes da espécie em estudo (Fig. 13). A

coloracdo vermelha indica a presenca de desidrogenase da cadeia respiratoria e,

portanto, que o tecido correspondente esta vivo (Delouche et al. 1962).
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Figura 9 a 13. Fotomicrografias de seccbes transversais de sementes de
Sesbania virgata coradas com Vermelho Congo. Fig. 9. Tegumento, apresentando
0 exotegumento (ex), 0 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
macroesclereides no exotegumento (ex) e 0os osteoesclereides 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 poés-
germinacdo, com presenca (Fig. 11) ou auséncia (Fig. 12) de corpos protéicos
(=). Fig. 13. Detalhe do tegumento destacando resultado positivo do tetrazolio (=)
em células do endotegumento (en). Barra = 84 um (Fig. 9). Barra = 34 um (Fig.
10). Barra = 22 um (Fig. 11). Barra = 40 um (Fig. 12). Barra = 86 um (Fig. 13A).
Barra = 42 um (Fig. 13B).
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5.1.3. Degradacao do galactomanano

Os resultados mostraram que até o terceiro dia apdés a embebicéo, em agua
ou ABA, o0 endosperma apresentou-se praticamente intacto, com paredes
celulares espessas devido a presenca do galactomanano e conteudo
citoplasmatico corado intensamente devido a presenca 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 degradacdo do galactomanano teve inicio em
sementes embebidas em agua, sendo intensa no quarto dia apés a embebicéo
com presenca de espacos intracelulares e desestruturacdo do endosperma em
todas as camadas deste tecido, até mesmo perto da camada de aleurona, onde o
conteudo citoplasmatico ja se encontra hialino pela auséncia de corpos protéicos
assim como no endosperma (Fig. 18). Entretanto, sob o efeito do ABA exdgeno a
degradacdo da reserva ndo foi intensa como em 4gua no quarto dia apls a
embebicdo, ocorrendo apenas o inicio da formacdo de espacos celulares nas
camadas do endosperma, podendo-se visualizar, ainda, citoplasma densamente
corado devido a presenca de corpos protéicos, inclusive na camada de aleurona
(Fig. 19).

No quinto dia apés a embebicdo, tanto em agua como em ABA, a
degradacéo do galactomanano foi intensa, com auséncia de corpos protéicos por
todo o tecido, inclusive na camada de aleurona, ndo ocorrendo mais diferencas
estruturais entre as sementes embebidas nesses dois meios (Fig. 20 e 21). Como
decorréncia desse processo, total degradacdo das paredes das células do
endosperma foi observada no sexto dia, com desestruturacdo e reducdo da

espessura deste tecido (Fig. 22 e 23).
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5.2. BIOQUIMICA

5.2.1. Atividade das enzimas hidroliticas do galactomanano

No endotegumento a atividade da a-galactosidase se apresentou elevada
no segundo dia apds a embebicdo, com um pequeno aumento no terceiro dia
seguido por diminuicdo da atividade durante o decorrer dos dias (Fig. 24A).

No endosperma a atividade da enzima apresentou-se nula no segundo dia
apos a embebicdo, 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 apdés a embebicdo, como no endotegumento (Fig. 24A).
As atividades da o-galactosidase no endotegumento e no endosperma
apresentaram, dessa forma, diferencas significativas principalmente até o quarto
dia ap6s a embebicdo, com taxas maiores de atividade da a-galactosidase no
endotegumento (Fig. 24A).

As curvas de atividade da endo-B-mananase no endotegumento e no
endosperma, diferentemente da a-galactosidase, foram similares (Fig. 24B). Em
ambos os tecidos a atividade da enzima apresentou-se nula no segundo dia ap6s
a embebicdo, 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 apés a embebicéo (Fig. 24B).

Devido ao atraso da curva de atividade no endosperma, o endotegumento
apresentou maior atividade da endo-B-mananase até o quarto dia, enquanto o
endosperma apresentou maior atividade que o endotegumento somente no quinto
dia apds a embebicao (Fig. 24B). No sexto dia apds a embebicédo, a atividade da
endo-B-mananase foi similar em ambos os tecidos, apresentando baixa atividade
(Fig. 24B).

49



Figura 14 a 23. Imagens digitalizadas de secc¢des transversais de sementes de
Sesbania virgata coradas com Vermelho Congo. Fig. 14 e 15. Segundo dia apos a
embebicdo em agua (Fig. 14A e 14B) e em ABA (Fig. 15). Fig. 16 e 17. Terceiro
dia apos a embebicdo em agua (Fig. 16A e 16B) e em ABA (Fig. 17). Fig. 18 e 19.
Quarto dia ap6s a embebicdo em agua (Fig. 18A e 18B) e em ABA (Fig. 19). Fig.
20 e 21. Quinto dia ap6s a embebicdo em agua (Fig. 20A e 20B) e em ABA (Fig.
21A e 21B). Fig. 22 e 23. Sexto dia apdés a embebicdo em agua (Fig 22) e em ABA
(Fig. 23). Barra = 150 um (Fig. 14A, 16A, 18A, 20A, 21B). Barra = 100 um (Fig.
14B, 15, 16B, 17, 18B, 19, 20B, 21A, 22, 23). (% = espacos celulares).
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Figura 24. Atividade da o-galactosidase (A), endo-B-mananase (B) e exo-B-
manosidase (C) no endotegumento () e no endosperma (L) de sementes de

Sesbania virgata, do segundo ao sexto dia apds a embebicdo em agua.
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A atividade da exo-B-manosidase também foi baixa no segundo dia apés a
embebicdo, 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-B-manosidase diminui em ambos
os tecidos, porém no endotegumento a atividade tornou-se nula no quinto e sexto
dias apds a embebicdo, enquanto no endosperma a baixa atividade da enzima se
manteve constante a partir do quarto dia (Fig. 24C). Assim, a atividade da exo-3-
manosidase apresentou um comportamento similar e paralelo entre o
endotegumento e o endosperma, diferentemente da a-galactosidase e da endo-j-
mananase, apresentando somente uma atividade maior no endosperma em
alguns dias (Fig. 24C).

5.2.2. Localizagao da endo-B-mananase

5.2.2.1. Tissue printing

A enzima pode ser localizada através da reagdo cruzada entre 0 anticorpo
anti-endo-B-mananase de café e a endo-p-mananase de Sesbania virgata,
caracterizada por granulacao de cor acastanhada (Fig. 25 a 28).

No segundo dia ap6s a embebicao, tanto em agua como em ABA, a enzima
foi localizada em todos os tecidos da semente, apresentando reacao acentuada e
distribuida por todo o cotilédone, endosperma e tegumento (Fig. 25). No terceiro
dia ap6s a embebicéo, tanto em dgua como em ABA, a endo-p-mananase ocorreu
principalmente nos cotilédones, com pouca localizagdo no tegumento (Fig. 26). Ja
no endosperma ocorreu diminuicdo da enzima em sementes embebidas em agua,
estando presente somente em parte do tecido, enquanto em presenca do ABA

exdgeno 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-pB-mananase. Fig. 25. Segundo dia apds a embebicao
em agua (Fig. 25A) e em ABA (Fig. 25B). Fig. 26. Terceiro dia apds a embebicéo
em agua (Fig. 26A) e em ABA (Fig. 26B). Fig. 27. Quarto dia apds a embebicéo
em agua (Fig. 27A) e em ABA (Fig. 27B). Fig. 28. Quinto dia apds a embebicéo
em &gua (Fig. 28A) e em ABA (Fig. 28B). Barra = 1mm (Fig. 25 a 28). (c =
cotilédone, e = endosperma, t = tegumento, ® = reacdo que caracteriza a

presenca da endo-B-mananase).
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A endo-B-mananase continuou presente no quarto dia apés a embebicéo
nos cotilédones, tanto em agua como em ABA, e ainda em parte do tegumento
(Fig. 27). No endosperma a diferenca entre sementes embebidas em agua e em
ABA pode ser observada novamente, ja que em agua a enzima praticamente
desapareceu no tecido, enquanto na presenca do ABA a reacdo se apresentou
praticamente como no terceiro dia, podendo ser visualizada a presenca da enzima
por todo o endosperma (Fig. 27).

No quinto dia ap0s a embebicdo a endo-B-mananase continuou presente
nos cotilédones, tanto em agua como em ABA, assim como em parte do
tegumento, apresentando apenas reagdo um pouco maior no tegumento em
presenca do ABA exdgeno (Fig. 28). No endosperma ndo ocorreram mais
diferencas significativas entre as sementes embebidas em agua e em ABA,
ocorrendo diminui¢do drastica da endo-B-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-B-mananase foi
localizada através da reacdo cruzada entre o anticorpo anti-endo-B-mananase de
café e a endo-B-mananase de Sesbania virgata, caracterizada por coloragédo
acastanhada (Fig. 29).

A endo-B-mananase esteve presente na radicula e no cotilédone desde o
primeiro dia até o sexto dia apdés a embebicdo, apresentando um aumento da
enzima a partir do quarto dia, com grande intensidade no sexto dia apds a
embebicdo em ambos os tecidos (Fig. 29).

No endosperma néo foi possivel a deteccdo da endo-B-mananase no
primeiro dia ap0s a embebicéo, ja que o extrato do tecido referente a este periodo
ndo pode ser aplicado na membrana de nitrocelulose devido ao problema de

viscosidade causado pela presenca do galactomanano no tecido. Dessa forma, a
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enzima s6 pode ser detectada no endosperma a partir do segundo dia apos a
embebicdo, embora primeiramente com baixa intensidade (Fig. 29). No terceiro e
quarto dias ap0s a embebicdo a presenca da endo-B-mananase aumentou,
principalmente no quarto dia, mantendo uma intensidade alta no quinto e sexto
dias ap6s a embebicéo (Fig. 29).

No tegumento a presenca da endo-B-mananase foi maior no primeiro e
segundo dias ap6s a embebicdo, apresentando uma diminuicdo gradual do
terceiro dia até o sexto dia apdés a embebicdo, quando praticamente desaparece
(Fig. 29).

1d 2d 3d 4d od ed
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Figura 29. Immuno dot blotting da radicula, cotilédone, endosperma e tegumento
de sementes de Sesbania virgata, localizando a endo-B-mananase do primeiro ao
sexto dia apos a embebicdo em agua. (X = ndo pode ser aplicado o extrato devido

a viscosidade da amostra, ¥2 = concentracao reduzida pela metade).
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5.2.2.3. Imunofluorescéncia

Assim como no tissue printing e immuno dot blotting, a endo-B-mananase
foi localizada através da reacdo cruzada entre o anticorpo anti-endo-p-mananase
de café e a endo-B-mananase de Sesbania virgata, porém caracterizada por
fluorescéncia verde presente no tecido (Fig. 30 a 32).

Para se ter certeza da presenca da enzima nos tecidos atraveés da
imunofluorescéncia, foi utilizado um controle sem qualquer tipo de anticorpo para
verificar possivel autofluorescéncia nos tecidos. Através desse controle observou-
se que todas as camadas celulares do endosperma, inclusive a camada de
aleurona, apresentaram autofluorescéncia nos corpos protéicos presentes no
citoplasma das células, o que impossibilitou a localizacdo da enzima neste tecido
(Fig. 30).

Como o tegumento foi o Unico tecido que ndo apresentou essa
autofluorescéncia, a endo-B-mananase pode ser localizada no tecido, estando
presente praticamente em todos os estratos do tegumento, associada a parede
celular dos macroesclereides do exotegumento, osteoesclereides do
mesotegumento e células parenquimaticas do endotegumento (Fig. 30 a 32).

Entretanto, a localizacdo da enzima foi mais abundante no mesotegumento,
estando presente na superficie das paredes celulares da maioria dos
osteoesclereides, voltada para as cavidades presentes no tecido, ocorrendo em
grande intensidade préximo ao exotegumento (Fig. 31 e 32).

Além do controle j& mencionado a presenca da enzima no tegumento pode
ser confirmada através de um segundo controle, utilizando-se somente o anticorpo
conjugado com a substancia fluorescente para verificar possiveis ligacdes nao

especificas do anticorpo, que ndo ocorreram no tecido (dado ndo apresentado).
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5.2.3. Dosagem de ABA enddgeno

No primeiro dia ap6s a embebicdo, o tegumento apresentou a maior
concentracdo de ABA enddgeno quando comparado com os outros tecidos, em
torno de 10,95 nmol.g™ de massa fresca, sendo o embrido o tecido com menor

concentracdo do hormdnio, em torno de 0,01 nmol.g™ de massa fresca (Fig. 33).
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Figura 33. Dosagem de ABA endégeno (nmol.g™ de massa fresca) em diferentes
tecidos da semente de Sesbania virgata no primeiro e terceiro dia apds embebicao
em &gua. (TEG = tegumento, END = endosperma, EMB = embrido). As barras

representam + erro padrdo da média de duas repeticbes da mesma amostra.

Ja& no terceiro dia apdés a embebicdo, a concentracdo do hormdnio
aumentou no embrido, que obteve a maior concentracdo de ABA enddgeno
quando comparado com os outros tecidos, em torno de 6,46 nmol.g™* de massa
fresca, embora aparentemente menor do que a concentracdo encontrada no

tegumento no primeiro dia (Fig. 33).
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Figura 30 a 32. Imunofluorescéncia de seccdes transversais de sementes de
Sesbania virgata, localizando a endo-B-mananase no terceiro dia apdés a
embebicdo em agua. A. Luz normal. B. Fluorescéncia. Fig. 30. Controle sem
nenhum anticorpo. Fig. 31 e 32. Tratamento com os dois anticorpos, com detalhe
do tegumento (Fig. 32). Barra = 87 um (Fig. 30 e 31). Barra = 43 pm (Fig. 32).
(cp = corpos protéicos, e = endosperma, en = endotegumento, ex = exotegumento,
me = mesotegumento, * = camada de aleurona, ® = reacdo que caracteriza a

presenca da endo-B-mananase).
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No tegumento a concentracdo do hormdnio diminui, ficando ao redor de
2,83 nmol.g* de massa fresca, enquanto no endosperma ocorreu apenas um
pequeno aumento na concentracdo de ABA, aproximadamente de 0,1 para 0,3
nmol.g™! de massa fresca, sendo o tecido com menor concentracdo do horménio
no terceiro dia (Fig. 33).

A diferenca de concentracdo do ABA entre os tecidos foi maior no primeiro
dia ap6s a embebicdo, devido a alta concentracdo de horménio presente no
tegumento e baixa concentracdo no embrido (Fig. 33). J& a concentracdo total de
hormbénio na semente entre os dias de embebicdo ndo apresentou muita

diferenca, ficando ao redor dos 10 nmol.g™ de massa fresca.

5.2.4. Papel do tegumento

5.2.4.1. Mobilizac&o de proteinas soluveis

No primeiro e segundo dias apés a embebicdo, tanto o endosperma
proximal como o distal de sementes embebidas com o tegumento, apresentaram
teores de proteinas similares (Tabela 1). Porém, no terceiro dia apés a embebicao
o endosperma proximal apresentou teores de proteinas mais altos que o
endosperma distal, atingindo valores similares a este tecido somente no quarto
dia, onde ambos os endospermas sofreram diminuicAo nos teores protéicos
(Tabela 1).

Os teores de proteinas 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 apds a

embebicdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Dosagem de proteinas (mg de proteina.g™ de massa fresca), atividade

de a-galactosidase (umol de galactose.min.g* de massa fresca) e quantificacéo

de aclcares redutores (mg de equivalente em glucose.g™ de massa fresca) em

diferentes tecidos da semente de Sesbania virgata, do primeiro ao quarto dia ap6s

a embebicdo em agua com e sem tegumento. (TEG = tegumento, ENDp =

endosperma proximal, ENDd = endosperma distal, — = ndo determinado).
EMBEBICAO EMBEBICAO
Dias apos a COM TEGUMENTO SEM TEGUMENTO
embebicédo
TEG ENDp ENDd ENDp ENDd
proteinas
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
a-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
acUcares 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 2,36¢C 2,17cB

Os valores representam a média de trés repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra,

mindscula na linha e maiuscula na coluna, ndo 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 variacdo similar do teor de proteinas no decorrer dos dias,
apresentando diminuigcdo significativa dos teores protéicos ja no terceiro dia apos
a embebicéo (Tabela 1). Assim como nas sementes embebidas com tegumento, o
endosperma proximal apresentou um valor mais alto de proteinas do que o distal
somente no terceiro dia apds a embebicdo, porém com teores protéicos bem
menores, apresentando aproximadamente metade da quantidade de proteinas
verificada nos endospermas das sementes embebidas com tegumento (Tabela 1).

Dessa forma, sementes embebidas com tegumento e sem tegumento nao
apresentaram uma variacdo no teor de proteinas muito diferente entre o
endosperma proximal e o distal, exceto no terceiro dia apos a embebigcéo, quando
o endosperma distal apresentou quantidades menores de proteinas 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 mobilizacao
na auséncia do tecido, com quantidades similares de proteinas entre os

tratamentos somente no quarto dia apos a embebicéo (Tabela 1).

5.2.4.2. Atividade de a-galactosidase

Para verificar o efeito do tegumento na degradacdo do galactomanano
através das enzimas hidroliticas, a atividade da a-galactosidase foi utilizada como
marcadora, por apresentar atividade anterior a endo-B-mananase e a exo-B-
manosidase, iniciando o processo de degradacédo, e devido a dosagem de sua
atividade ser de facil obtencdo quando comparada com a da endo-p-mananase.

No primeiro dia apos a embebicdo, as sementes embebidas com tegumento
apresentaram atividade da a-galactosidase maior na regido distal do endosperma
do que na proximal, atingindo atividade similar a encontrada no endosperma

proximal somente no segundo dia apés a embebicdo (Tabela 1). No terceiro dia
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apos a embebicdo ambos os tecidos apresentaram aumento da atividade de a-
galactosidase, porém o endosperma proximal apresentou atividade maior que o
endosperma distal (Tabela 1). Essa diferenca entre os endospermas foi maior no
quarto dia apdés a embebicdo, ja que a atividade da a-galactosidase aumentou
ainda mais no endosperma proximal (Tabela 1).

O tegumento apresentou variagdo similar & do endosperma proximal e
distal, embora as taxas de atividade tenham sido bem menores que as
encontradas no endosperma (Tabela 1). A atividade da a-galactosidase nesse
tecido foi alta no primeiro dia, seguida por diminuicdo no segundo dia e aumento
de atividade no terceiro, onde permaneceu constante até o quarto dia apés a
embebicdo (Tabela 1).

Nas sementes embebidas sem o tegumento, a atividade da a-galactosidase
foi crescente durante os dias apds a embebicéo, tanto no endosperma proximal
como no distal (Tabela 1). Ambos os tecidos apresentaram atividades similares no
segundo dia e terceiro dia apds a embebicdo, enquanto no quarto dia a atividade
da a-galactosidase foi bem maior no endosperma proximal quando comparada
com o endosperma distal (Tabela 1).

Essa diferenca de atividade da o-galactosidase entre o endosperma
proximal e distal no quarto dia ap6s embebicdo, 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 apdés a embebicdo na auséncia do tegumento,
principalmente no segundo dia, onde os endospermas das sementes embebidas
sem tegumento apresentaram atividades da a-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. Niveis de acUcares redutores

No primeiro e segundo dias ap0s a embebicdo, as sementes embebidas
com tegumento apresentaram quantidades de acuUcares redutores constantes e
similares entre os endospermas proximais e distais (Tabela 1). No terceiro dia
ap0s a embebicdo, os endospermas apresentaram um aumento nessa
guantidade, tanto no endosperma proximal como no distal, ndo ocorrendo
novamente diferencas significativas entre os tecidos (Tabela 1). Essa quantidade
de acUcares redutores se manteve praticamente constante até o quarto dia apos a
embebicdo, apresentando apenas um pequeno aumento no endosperma distal,
que apesar disso continuou com quantidade de acucar similar a regido proximal
(Tabela 1).

A quantidade de acucar redutor presente no tegumento se manteve
constante durante todos os dias ap0s a embebicdo, com quantidades menores
que nos endospermas a partir do terceiro dia apos a embebicéo (Tabela 1).

Nas sementes embebidas sem o tegumento a quantidade de acucares
redutores também foi similar entre o endosperma proximal e o distal no segundo
dia apdés a embebicdo, apresentando valores similares, inclusive, aqueles dos
endospermas das sementes embebidas com tegumento (Tabela 1). No terceiro dia
apos a embebicdo também ocorreu 0 aumento de aguUcares redutores, tanto no
endosperma proximal como no distal, que se manteve praticamente constante no
quarto dia apés a embebicdo, com pequeno aumento somente no endosperma
proximal, que apesar disso continuou com quantidade de acUcar similar ao
endosperma distal (Tabela 1).

Assim, a quantidade de acuUcares redutores foi similar entre o endosperma
proximal e distal durante todos os dias ap0s a embebicdo, tanto nas sementes
embebidas com tegumento como nas sementes embebidas sem tegumento
(Tabela 1). Por outro lado, o aumento de acgUcares redutores no terceiro dia foi
maior nos endospermas das sementes embebidas sem o tegumento, com niveis

de acucares aproximadamente quatro vezes maiores do que naquelas sementes
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embebidas com tegumento, inclusive no quarto dia apés a embebicéo, sugerindo a
participacdo do tegumento no controle de degradacdo do galactomanano (Tabela
1).

6. DISCUSSAO

6.1. ANATOMIA

6.1.1. Descricdo anatdmica da espécie

A anatomia do tegumento e endosperma da semente de Sesbania virgata
descrita nesse trabalho tornou-se necessaria ndo apenas para ampliar e
aprofundar o conhecimento anterior mas, também, para auxiliar a compreensao
dos diversos processos relacionados as etapas de degradacédo do galactomanano,
como mecanismos enzimaticos e mecanismo de controle hormonal, auxiliando,
inclusive, na avaliagdo do papel dos tecidos nesses processos durante o periodo
de germinacao e pos-germinacdo 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 nao
havia sido descrito como foi feito no presente trabalho. Entretanto, em outras
espécies de leguminosas, esse tecido ja foi descrito por Beltrati & Paoli (1989),
Aquila (1995), Melo-Pinna et al. (1999) e Santos (2002). Morfologias semelhantes
aquela de S. virgata foram encontradas nessas espécies, com 0 tegumento
dividido em trés diferentes estratos (exotegumento, mesotegumento e
endotegumento) (Fig. 9 e 10).

Baseado na anatomia do tegumento e de acordo com o teste do tetrazdlio,
as células do endotegumento da espécie em estudo estdo vivas (Fig. 13). A
atividade respiratoria encontrada em parte do tegumento foi uma importante

descoberta nessa espécie, ja 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 ja tem sido verificada a expressdo de genes no
tegumento, principalmente durante o desenvolvimento, o que indica a presenca 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 presenca de uma camada parenquimatica viva no
tegumento interno, através do estudo com um gene promotor da expressao 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 polissacarideo como sendo a principal reserva do
endosperma, mas demonstraram que outros compostos de reserva, 0s
oligossacarideos da série rafindsica e 0s corpos protéicos estavam presentes no
endosperma, porém no citoplasma das células. Segundo os mesmos autores 0s
corpos protéicos podem ser visualizados tanto no citoplasma de células do
endosperma como na camada de aleurona, porém esta presenca depende da fase
em que a semente se encontra durante o processo de germinacdo e poés-
germinacao, como pode ser observado na Fig. 11 e 12.

Morfologia semelhante ao endosperma foi observada em outras
leguminosas, como em Ceratonia siliqua, embora ndo apresente distingdo clara
entre a camada de aleurona e o endosperma (Seiler 1977, Buckeridge & Dietrich
1996, Buckeridge et al. 2000a). Por outro lado, ha espécies que apresentaram
anatomia diferente, como Trigonella foenum-graecum e Cyamopsis
tetragonolobus, com células ndo-vivas, completamente preenchidas com
galactomanano e sem corpos protéicos, com excecdo 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 a auséncia de distincdo entre a camada de aleurona e o
endosperma na Ultima 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 contém galactomananos no
endosperma podem apresentar ou ndo a camada de aleurona, as células
endospérmicas podem estar vivas ou ndo, bem como podem apresentar diferentes
mecanismos de degradacdo de tais acUcares (Buckeridge & Dietrich 1996,
Buckeridge et al. 2000b). Essas caracteristicas anatdbmicas variadas parecem
refletir diferentes estratégias de utilizacdo da reserva e adaptacbes das espécies
em diferentes condi¢cdes do ambiente durante seu estabelecimento (Buckeridge &
Dietrich 1996, Buckeridge et al. 2000a).

6.1.2. Degradacédo do galactomanano

Analisando anatomicamente as sementes de Sesbania virgata durante o
periodo germinativo e pés-germinativo, foi possivel entender melhor o processo de
degradacédo do galactomanano, observando as diferengcas anatdomicas existentes
durante esses periodos inclusive sob o efeito do ABA. Torna-se necessario
ressaltar que em um contexto fisiolégico e bioquimico, a germinacdo compreende
apenas o conjunto de eventos que ocorre durante a embebicdo da semente e se
estende até a protrusdo da radicula, que ocorre em sementes de S. virgata até o
segundo dia apdés a embebicdo (Bewley & Black 1994, Potomati & Buckeridge
2002).

Verificou-se que o inicio da degradacdo do galactomanano ocorreu
somente no periodo pos-germinativo, entre o terceiro e quarto dias apés a
embebicdo em &gua, sendo a degradacdo 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 apos a
germinacdo (protrusdo da radicula), sendo observado por Buckeridge & Dietrich
(1996) que a degradacao intensa do galactomanano em sementes de Sesbania
virgata ocorre entre o terceiro e quarto dias apdés a embebicdo, o que corrobora as
observacdes feitas nesse trabalho.

Em presenca do ABA exdgeno observou-se um retardamento no processo
de degradacdo do galactomanano, que teve seu inicio somente a partir do quarto
dia, com degradacgdo intensa no quinto dia ap6s a embebicdo (Fig. 19 e 21).
Segundo Potomati & Buckeridge (2002), o ABA aplicado exogenamente retarda a
degradacdo do galactomanano, o que corrobora as observacdes feitas no
presente trabalho. A degradacdo intensa no quinto dia ap0s a embebicéo,
observada no endosperma de sementes embebidas com o horménio, assemelhou-
se as sementes embebidas em agua, ndo ocorrendo mais diferencas anatémicas
a partir desse periodo em presenca do ABA, provavelmente porque o horménio
deve ter sido lixiviado ou metabolizado, permitindo o processo de degradacgéao (Fig.
20 a 23).

Como decorréncia da degradacdo completa do galactomanano, no sexto
dia apds a embebicdo, ocorreu desestruturacdo total e reducdo da espessura do
endosperma, permitindo o crescimento e desenvolvimento do embrido (Fig. 22 e
23). Em sementes de Trigonella foenum-graecum observou-se também reducéo
do endosperma apos a degradacao completa do polimero (Reid 1971).

Como observado nas seccbes histologicas, a degradacdo do
galactomanano ocorreu por todo o endosperma irregularmente, ndo corroborando
com as observacOes feitas por Reid (1971) em sementes de Trigonella foenum-
graecum. Nessas sementes a mobilizacdo do endosperma ocorre inicialmente na
regido proxima ao tegumento, junto a camada de aleurona, dirigindo-se
posteriormente a regido do embrido, sugerindo a secrecdo das enzimas
hidroliticas, ou de seus ativadores, pela camada de aleurona (Reid 1971).

Esse padrédo de degradacdo do galactomanano, observado em sementes

de T. foenum-graecum, ocorre provavelmente devido a auséncia de células vivas
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no endosperma, ndo sendo possivel a degradacao irregular por todo o tecido
como nas sementes de Sesbania virgata, ja que as enzimas sao liberadas
somente pelas células vivas da camada de aleurona causando a zona de

dissolucéo do polissacarideo no endosperma (Reid 1971).

6.2. BIOQUIMICA

6.2.1. Atividade das enzimas hidroliticas do galactomanano

Para compreender melhor a degradacdo do galactomanano, 0 mecanismo
enzimatico e investigar os tecidos provavelmente responsaveis pela producdo das
enzimas relacionadas a degradacédo, foram acompanhadas as atividades das trés
enzimas hidroliticas durante a germinacado e poés-germinacdo, paralelamente no
tegumento (endotegumento) e no endosperma, sendo o Ultimo supostamente
responsavel pela sintese das enzimas hidroliticas.

A atividade da a-galactosidase apresentou-se elevada no endotegumento
no periodo germinativo, enquanto no endosperma a atividade foi nula, ocorrendo o
inicio de atividade somente a partir do segundo dia apds a embebicéo, durante o
processo pos-germinativo, onde ocorre a degradacdo do galactomanano e,
portanto, acdo da enzima no endosperma (Fig. 24A).

O pico de atividade da enzima, tanto no endotegumento como no
endosperma, ocorreu no terceiro dia apés a embebicdo durante o processo pés-
germinativo (Fig. 24A). Buckeridge & Dietrich (1996) detectaram na mesma
espécie o alcance maximo de atividade da a-galactosidase no quinto dia apos a
embebicdo, s6 que em endosperma com o0 tegumento, ndo podendo ser
comparado com a atividade detectada no presente trabalho, que utilizou o
tegumento e o endosperma separadamente.

A presenca de atividade maxima da a-galactosidase no endosperma ao
redor do terceiro dia deve estar relacionada com o inicio da degradacdo do

galactomanano que ocorre entre o terceiro e quarto dias apos a embebicdo, como
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sugerido por Buckeridge & Dietrich (1996) e observado nas sec¢fes histolégicas
(Fig. 16, 18 e 24A). Ja a atividade constante da enzima encontrada no
endosperma, entre o quarto e quinto dias ap0s a embebicdo, deve estar
relacionada com a degradacé&o intensa do galactomanano observada nas secgoes
histoldgicas neste mesmo periodo (Fig. 18, 20 e 24A).

A endo-B-mananase, assim como a o-galactosidase no endosperma,
apresentou o inicio da atividade a partir do segundo dia apés a embebicéo,
durante o periodo pés-germinativo, apresentando picos de atividade ao redor do
quarto e quinto dias ap0s a embebicdo, no endotegumento e no endosperma
respectivamente (Fig. 24A e 24B). Buckeridge & Dietrich (1996) também
verificaram baixa atividade dessa mesma enzima no segundo dia e acdo maxima
no quinto dia de embebicdo, porém em endosperma com tegumento.

Esse aumento de atividade da endo-f-mananase ao longo do periodo pés-
germinativo, com pico de atividade ao redor do quinto dia no endosperma,
coincidiu com a degradacédo intensa do endosperma, observada no mesmo
periodo nas analises histologicas (Fig. 18, 20 e 24B).

O pico de atividade da a-galactosidase foi anterior ao da endo--mananase,
provavelmente devido a necessidade de retirar as ramificacdes de galactose da
cadeia principal de manano que, segundo Lisboa (2003), impedem a agao
hidrolitica da endo-pB-mananase sobre a cadeia principal de manose em sementes
de Sesbania virgata. Assim, torna-se importante a agdo da o-galactosidase,
desgalactosilando o polimero, anteriormente a ac&o hidrolitica da endo-f-
mananase (McCleary & Mathenson 1975, Buckeridge et al. 2000a).

A atividade da exo-pB-manosidase também foi baixa no periodo 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 apos a
embebicdo, tanto no endotegumento como no endosperma, diminuindo no

decorrer do processo pos-germinativo (Fig. 24C). Buckeridge & Dietrich (1996)
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verificaram acdo maxima dessa enzima ao redor do quarto dia apds a embebicao,
porém em endosperma com tegumento, ndo podendo ser comparada com a
atividade detectada no presente trabalho, que utilizou o tegumento e o
endosperma separadamente.

As atividades baixas das trés enzimas no sexto dia apos a embebicéo, tanto
no endotegumento como no endosperma, coincidiram com a degradacao total do
galactomanano no endosperma, observada nas seccoes histoldgicas (Fig. 22 e
24).

Segundo McCleary (1983), Buckeridge et al. (2000a) e Mo & Bewley (2003),
a  exo-B-manosidase hidrolisa  somente 0S mano-oligossacarideos
(oligossacarideos desgalactosilados), manotrioses e manobioses, provenientes da
acdo da a-galactosidase e da endo-pB-mananase, clivando o restante da molécula
a partir de seu terminal redutor.

Apesar do pico de atividade da exo-B-manosidase em sementes de
Sesbania virgata ter ocorrido paralelamente ao da a-galactosidase no endosperma
e anteriormente ao da endo-B-mananase, a atividade dessa ultima foi crescente
durante todo o periodo de acdo da exo-B-manosidase, assim como a atividade da
exo-fB-manosidase permaneceu constante no restante do periodo pés-germinativo,
permitindo 0 sincronismo entre as enzimas durante a degradacdo do
galactomanano, com acéo da exo-f-manosidase sobre 0os mano-oligossacarideos
desgalactosilados (Fig. 24).

Entretanto, esses resultados devem ser interpretados com cuidado, ja que a
afinidade das enzimas pelo galactomanano ndo pode ser avaliada nessas
situacdes, onde outros substratos além do galactomanano foram utilizados para
detectar a atividade das enzimas, 0 que poderia explicar a atividade elevada da
exo-B-manosidase no terceiro dia apos a embebicéo.

A diferenca de atividade das enzimas entre o endotegumento e o
endosperma sugere hipoteses quanto aos tecidos responsaveis pela producao

dessas enzimas. Como a atividade da a-galactosidase e da endo-B-mananase
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foram maiores primeiramente no endotegumento, inclusive durante a germinacao
para a primeira enzima, sugere-se que essas enzimas hidroliticas devem ser
produzidas, modificadas ou armazenadas no tegumento, sendo transportadas
posteriormente para o endosperma durante a degradagéao do galactomanano (Fig.
24A e 24B). E possivel, ainda, que a producido da a-galactosidase e da endo-B-
mananase inicie no tegumento e posteriormente aumente também no endosperma
durante a degradacéo do galactomanano.

Ja a exo-B-manosidase foi encontrada em ambos os tecidos durante os
mesmos periodos, porém com maior intensidade no endosperma, 0 que sugere
gue esta enzima deve ser produzida principalmente no endosperma durante o
processo pos-germinativo (Fig. 24C). Porém, essa enzima pode ser inclusive
produzida, modificada ou apenas armazenada, pelo tegumento durante o
processo pos-germinativo, com subseqtiente transporte para o endosperma.

A sugestdo do endosperma como tecido responsavel pela producdo das
enzimas hidroliticas corrobora as observacgfes feitas em sementes de Ceratonia
siliqua, onde se verificou que as enzimas sdo provavelmente produzidas nas
células endospérmicas (Seiler 1977, Buckeridge et al. 2000a). Apesar da
semelhanca anatbmica 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 responsavel pela sintese das enzimas hidroliticas,
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 responsavel
pela sintese das enzimas hidroliticas. Entretanto Buckeridge et al. (2000a)

sugeriram que as enzimas hidroliticas em S. virgata podem ser produzidas tanto
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pela camada de aleurona como pelas células do endosperma, apresentando
anatomia intermediaria entre Trigonella foenum-graecum e Ceratonia siliqua.
Através dos resultados deste trabalho, ndo foi possivel definir
especificamente se a camada de aleurona, somente o endosperma ou ambos 0s
tecidos sdo responsaveis pela sintese das enzimas, mas pode-se sugerir a
participacdo do tegumento no processo enzimatico, através da sintese,
modificacdo e/ou armazenamento das enzimas, fun¢des que seriam possiveis

devido a presenca de células vivas no endotegumento (Fig. 13).

6.2.2. Localizagdo da endo-B-mananase

6.2.2.1. Tissue printing

Procurando compreender melhor quais os tecidos e os estagios durante a
germinacdo e poés-germinacdo estariam relacionados a producdo ou apenas
presenca das enzimas, inclusive sob o efeito do ABA, buscou-se a localizagéo de
uma das enzimas hidroliticas, a endo-B-mananase, através da técnica do tissue
printing.

A endo-B-mananase pode ser localizada em todos os tecidos da semente,
no tegumento, endosperma e cotilédone, variando em presenca e intensidade
durante o processo germinativo e pos-germinativo, e sob o efeito do ABA (Fig. 25
a 28). No tegumento, a enzima esteve presente praticamente em todos os dias
apos a embebicédo, tanto em agua como em ABA, porém com intensidade maior
durante o periodo germinativo, no segundo dia apos a embebicao (Fig. 25 a 28). A
presenca mais acentuada da enzima durante a germinagdo provavelmente esta
relacionada a sintese, modificagdo e/ou armazenamento de mananase
anteriormente discutido, que deve ocorrer principalmente durante a germinacgao
para consequente degradacdo do endosperma durante 0 processo pos-
germinativo, a partir do terceiro dia apés a embebicdo, onde ndo se observou a
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presenca intensa dessa enzima no tegumento como anteriormente (Fig. 16 a 23 e
25 a 28).

No cotilédone, a endo-B-mananase também esteve presente em todos 0s
dias apdés a embebicdo, sempre com a mesma intensidade tanto em agua como
em ABA (Fig. 25 a 28). A presenca da enzima nesse tecido durante todo o periodo
germinativo e pos-germinativo pode ter ocorrido devido a existéncia de supostas
isoformas que podem estar presentes na espécie em estudo.

A presenca de multiplas isoformas da endo-B-mananase ocorre em
sementes de diversas espécies (Dirk et al. 1995), como em café, que apresentam
isoformas da enzima nos graos (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 germinacdo e poés-germinacdo (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).

Ja no endosperma, a enzima ndo esteve presente durante todos os dias
apos a embebicdo como nos outros tecidos, ocorrendo praticamente até o terceiro
dia em sementes embebidas em agua e até o quarto dia em sementes embebidas
em ABA (Fig. 25 a 28). Porém, em ambos os tratamentos, a presenca da endo-§-
mananase no endosperma ocorreu inicialmente distribuida por todo o tecido,
coincidindo com a degradacdo do galactomanano observada nas secodes
histoldgicas tanto em agua como em ABA, que ocorreu por todo o endosperma
irregularmente e ao mesmo tempo (Fig. 18 a 21, 25 e 26B). A reacdo da endo-B-
mananase nao pode ser observada por todo o endosperma da semente embebida
em ABA como em agua, provavelmente devido a falhas durante o pressionamento
da semente & membrana (Fig. 25).

A permanéncia maior da endo-f-mananase no endosperma em presenca
do ABA pode estar relacionada ao efeito indireto deste hormonio sobre a atividade
da enzima, ja que a atividade da mananase € inibida em presenca de ABA em

sementes de tomate, antes e depois da germinacdo (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 protrusao da radicula (Giorgini & Comoli 1996). O
atraso no desaparecimento da endo-B-mananase no endosperma pode estar
relacionado, ainda, ao efeito do ABA sobre a producgéo da a-galactosidase, ja que
em sementes de Sesbania virgata ocorre efeito parcial do ABA sobre a atividade
da a-galactosidase, e esta enzima deve agir sobre o polimero antes da endo-§-
mananase (Potomati & Buckeridge 2002, Lisboa 2003).

Como néo foi verificado efeito do ABA exdgeno sobre o contetdo de teor de
agua das sementes durante e apO0s a germinacdo (dado ndo apresentado), o
retardamento no desaparecimento da endo-B-mananase no endosperma nao
poderia estar relacionado com um efeito modulador do ABA sobre a absorcéo de
agua e, conseglentemente, sobre a ativacdo desta enzima hidrolitica, o que
confirma a hipétese de que o ABA deve estar agindo sobre a producéo e atividade
da endo-B-mananase e/ou da a-galactosidase da espécie em estudo.

Como consequéncia dessa maior permanéncia da endo-B-mananase no
endosperma em presenca do ABA e, possivelmente, retardamento da sua acéo,
ocorre atraso na degradacao do galactomanano em presenca do ABA, observado
por Potomati & Buckeridge (2002) na mesma espécie e nas secgdes histologicas,
embora os periodos de retardamento ndo coincidam (Fig. 16 a 21 e 25 a 28).
Acredita-se que uma possivel explicacdo para a ndo coincidéncia entre os dois
experimentos poderia estar relacionada a diferengas de temperatura durante a
embebicdo das sementes utilizadas para o tissue printing. Tem sido observado
empiricamente que a germinacdo pode ser adiantada significativamente quando
experimentos séo feitos a temperaturas mais altas (p.ex. 30°C), embora isto ndo
tenha sido sistematicamente estudado nessa espécie até 0 momento.

A partir do quinto dia ap0s a embebicdo, ndo ocorreram mais diferencas na
localizacdo da enzima em presenca do horménio, sugerindo que as diferencas
significativas existentes em presenca do ABA exdgeno ocorrem somente até o
quarto dia ap6s a embebicdo, como observado inclusive nas secc¢des histoldgicas,
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quando ocorre o0 desencadeamento do processo de degradacdo do
galactomanano e desenvolvimento do embrido no tratamento, e as sementes tanto
em 4gua como em ABA assemelham-se estruturalmente e bioquimicamente (Fig.
20 a 23 e 28).

Dessa forma, a presenca do ABA inibe a degradacdo do galactomanano
somente até determinado periodo quando, provavelmente, o horménio acaba
sendo lixiviado ou metabolizado, e o processo de degradagédo do galactomanano e
a transferéncia de agUcares entre os 6rgdos pode ser iniciada.

Como a endo-B-mananase foi localizada em todos os tecidos no periodo
germinativo, tanto em agua como na presenca do ABA exdgeno, ocorrendo
praticamente na mesma intensidade e com a mesma distribuicdo, sugere-se que o
ABA ndo esteja interferindo na producdo da endo-B-mananase durante a
germinacao, agindo somente no periodo pos-germinativo (Fig. 25 a 28). Segundo
Dahal et al. (1997), durante a germinacéo provavelmente o ABA nao interfere no

acumulo inicial da endo-B-mananase.

6.2.2.2. Immuno dot blotting

Para ampliar e auxiliar a compreensédo dos resultados obtidos através do
tissue printing buscou-se localizar a enzima endo-B-mananase separadamente
nos diferentes tecidos durante a germinagdo e pos-germinacao, a fim de entender
quais os tecidos e o0s estagios que poderiam estar relacionados a producdo ou
apenas a presenca da endo-p-mananase.

A endo-B-mananase, como no tissue printing, pode ser localizada em todos
os tecidos da semente, inclusive na radicula, variando em presenca e intensidade
durante o processo germinativo e pos-germinativo (Fig. 29).

Na radicula e no cotilédone a enzima esteve presente durante todo o
periodo germinativo e pds-germinativo, com aumento apds a germinacgdo, a partir

do quarto dia apos a embebicdo (Fig. 29). A presenca da endo-f-mananase no
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cotilédone por todos os dias apdés a embebicdo pode ser verificada, também,
através do tissue printing (Fig. 25A, 26A, 27A e 28A). Além disso, a presenca da
enzima no cotilédone ocorreu paralelamente a presenca da mesma na radicula
apresentando, inclusive, aumento nos mesmos dias no periodo pés-germinativo,
sugerindo a participacdo conjunta dos dois tecidos durante a protruséo da radicula
e desenvolvimento do embrido (Fig. 29).

No endosperma, a presenca da endo-f-mananase ocorreu com maior
intensidade no periodo pds-germinativo, assim como na radicula e cotilédone,
apresentando intensidade alta a partir do terceiro dia apés a embebicdo,
coincidindo com o inicio e intensa degradacdo do galactomanano e com a
atividade da enzima encontrada no endosperma (Fig. 16, 18, 20, 22, 24B e 29).

Porém, a presenca da enzima no tissue printing foi maior no segundo dia
apos a embebicdo, diminuindo no terceiro dia e desaparecendo no tecido ja a
partir do quarto dia apdés a embebicdo, diferentemente da presenca da endo-p-
mananase observada no immuno dot blotting no mesmo tecido (Fig. 25A, 26A,
27A, 28A e 29). Como a presenca da endo-B-mananase no endosperma, atraves
do immuno dot blotting, coincidiu em maiores detalhes com as observacdes
anatdbmicas durante a degradacdo do galactomanano, acredita-se, novamente,
que alteracdes de temperatura podem ter sido responsaveis pelas diferencas
observadas durante a embebi¢cdo das sementes utilizadas para o tissue printing,
causando adiantamento na utilizacdo da enzima no endosperma e,
consequentemente, na degradacéo do galactomanano.

No tegumento, a presenca da endo-f-mananase foi maior no periodo
germinativo, no primeiro e segundo dias apos a embebicao, diferentemente dos
outros tecidos que apresentaram a presenca da enzima principalmente durante a
pés-germinacdo (Fig. 29). Essa presenca maior da enzima no periodo germinativo
pode ser observada, também, através do tissue printing, que mostrou a presenca
da endo-B-mananase por todo o tecido com maior intensidade no segundo dia

apos a embebicao (Fig. 25A).
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A presenca maior da enzima no tegumento durante a germinacdo foi
inversa a encontrada no endosperma, que apresentou maior intensidade no
periodo pds-germinativo, assim como observado na atividade da enzima, que
ocorreu primeiramente no tegumento (Fig. 24B e 29). Essas observacoes
sugerem, mais uma vez, que a presenca mais acentuada da enzima no
tegumento, nos primeiros dias apés a embebicdo, provavelmente esteja
relacionada a sintese, modificacdo e/ou armazenamento de mananase, que deve
ocorrer principalmente no inicio da germinacdo para consequente degradacao no
endosperma durante o processo pés-germinativo, onde se observou a presenca
intensa dessa enzima no endosperma e ndo mais no tegumento como
anteriormente (Fig. 29).

Na radicula, a presenca da endo-B-mananase durante a germinagdo
provavelmente esteja relacionada ao enfraquecimento do endosperma ao redor do
tecido para conseqiente germinacdo da semente, ja que se sabe que além da
forca mecéanica promovida pelo crescimento do eixo embriondrio, torna-se
necessario o enfraquecimento do endosperma, pela acdo das enzimas hidroliticas,
para a emergéncia da radicula (Groot et al. 1988, Leubner-Metzger et al. 1995,
Welbaum et al. 1995, Lisboa 2003), sendo inclusive detectada atividade da endo-
B-mananase na radicula durante a germinacdo na mesma espécie (Lisboa 2003).

A presenca da enzima no cotilédone e na radicula durante o periodo pos-
germinativo, inclusive em maior intensidade, provavelmente esta relacionada a
degradacdo do galactomanano nas areas distais do endosperma e/ou a
transferéncia dos acucares do endosperma para o desenvolvimento do embrido, ja
que os produtos de degradacdo do galactomanano sao transferidos para o0s
cotilédones e embrido, servindo como fonte de energia (Reid 1985a, Buckeridge &
Dietrich 1996).

Assim, a endo-B-mananase presente no embrido pode estar relacionada a
hidrolise de mano-oligossacarideos presentes neste tecido, ja que em sementes
de Sesbania virgata parte dos mano-oligossacarideos produzidos durante a

degradacéo do galactomanano no endosperma podem ser transportados para 0s
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cotilédones, onde séo hidrolisados pela exo-p-manosidase (Buckeridge & Dietrich
1996). Nas sementes de S. virgata, a a-galactosidase também esta presente no
cotilédone junto com a exo-B-manosidase (Buckeridge & Dietrich 1996), assim

como nas sementes de alface (Bewley & Black 1994).

6.2.2.3. Imunofluorescéncia

Apesar da localizagdo da endo-B-mananase nos diferentes tecidos da
semente durante a germinagdo e pos-germinacdo, através do tissue printing e
immuno dot blotting, tornou-se necessario determinar mais especificamente a
localizacdo desta enzima nos tecidos, inclusive na camada de aleurona, tecido
supostamente responsavel pela sintese das enzimas hidroliticas utilizadas para a
degradagdo do galactomanano no endosperma de algumas espécies (Reid &
Meier 1972, Reid 1985c).

Como métodos imunocitoquimicos, através de fluorescéncia, tém sido
utilizados com sucesso para detectar e localizar polissacarideos e as enzimas
envolvidas no processo de degradagdo dos mesmos (Sugimoto et al. 1998, Orfila
& Knox 2000, Leubner-Metzger 2002), optou-se por utilizar tal metodologia para
localizagdo da endo-B-mananase em seccdes histolégicas. As sementes
escolhidas para a aplicacdo de imunofluorescéncia foram aquelas coletadas no
terceiro dia apés a embebicéo, que correspondem ao periodo pés-germinativo, a
partir do qual ocorre a degradacdo do galactomanano da parede das células do
endosperma e, portanto, a presenca e acdo da enzima (Buckeridge & Dietrich
1996).

Porém, diferentemente do tissue printing e immuno dot blotting, a endo-f-
mananase ndo pode ser localizada em todos os tecidos, devido a
autofluorescéncia apresentada pelo endosperma e pela camada de aleurona (Fig.
30). A autofluorescéncia ocorreu, provavelmente, devido a presenca de

aminoacidos aromaticos 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
autofluorescéncia presente em sementes de Phacelia tanacetifolia Benth. indica a
distribuicdo de compostos fendlicos nos tecidos. Sementes de diversas espécies
apresentam autofluorescéncia em seus tecidos, como Cucumis melon L. (Yim &
Bradford 1998) e Nicotiana tabacum (Leubner-Metzger 2002).

A localizacdo da endo-B-mananase s foi possivel, dessa maneira, no
tegumento, que nao apresentou autofluorescéncia, provavelmente por nao
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 as paredes celulares dos
osteoesclereides (Fig. 31 e 32). Como somente as células do endotegumento
apresentaram-se vivas através do tetrazdlio, provavelmente o mesotegumento nao
seja capaz de sintetizar a endo-B-mananase presente no tecido (Fig. 13, 31 e 32).

Dessa forma, como a enzima esteve presente também nas paredes
celulares das células parenquimaticas mais proximas ao mesotegumento, 0
endotegumento poderia ser em parte responsavel pela producdo da enzima, que
seria entdo transferida para o mesotegumento para um possivel armazenamento
temporéario desta (Fig. 31). Outra possibilidade seria que a endo-B-mananase
poderia estar sendo sintetizada na camada de aleurona ou no endosperma, como
sugerido na literatura, durante a maturacdo da semente ou germinacdo (Reid &
Meier 1972, Seiler 1977, Reid 1985c, Buckeridge et al. 2000a), e transferida para
o tegumento para uma possivel transformacdo no endotegumento e/ou
armazenamento no mesotegumento.

Como a enzima esteve presente, inclusive, nas paredes celulares dos
macroesclereides do exotegumento, principalmente nas paredes proximas ao
mesotegumento, esse tecido pode estar relacionado ao armazenamento da endo-
B-mananase, juntamente com o mesotegumento (Fig. 31).

A presenca da endo-B-mananase no tegumento, também observada pelo
tissue printing e immuno dot blotting, juntamente com a presenca das outras

enzimas no tecido e a descoberta de que ha tecido vivo no endotegumento,
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sugerem a participacdo deste tecido no processo de degradacdo do
galactomanano, estando relacionado a producdo, modificacdo e/ou

armazenamento das enzimas no tecido (Fig. 13, 24, 25 a 29, 31 e 32).

6.2.3. Dosagem de ABA enddgeno

Para compreender melhor a participagdo do tegumento e dos outros tecidos
durante a germinacdo e degradacédo do galactomanano, bem como sua relagao
com o ABA, foi efetuada a dosagem de ABA enddgeno nos diferentes tecidos da
semente no primeiro dia e no terceiro dia ap6s a embebicdo. Estes dias
correspondem ao periodo de germinagéo e poés-germinacao respectivamente.

Durante a germinagédo, o tegumento apresentou a maior concentracédo de
ABA quando comparado com o0s outros tecidos, sendo a concentracdo maxima
desse horménio durante toda a dosagem, ja que nenhum outro tecido atingiu essa
concentracdo, nem no primeiro dia nem no terceiro dia de embebicao (Fig. 33).
Em algumas espécies, concentragfes relativamente altas de inibidores da
germinacdo, incluindo o ABA, ja haviam sido detectadas no tegumento (Bewley &
Black 1994).

Essa presenca do hormdnio no tegumento, inclusive em concentragoes
elevadas, sugere que o ABA possa estar sendo sintetizado por este tecido ou
transferido de algum tecido de sintese para o tegumento. Segundo Nambara &
Marion-Poll (2003), a maior parte do ABA presente na semente € sintetizada
durante a fase de maturacdo, primeiramente nos tecidos da planta mée e,
posteriormente, em quantidades mais baixas no endosperma e embrido. Em
sementes de Nicotiana plumbaginifolia, acredita-se que durante a maturacdo o
ABA possa ser sintetizado também pelo tegumento (Frey et al. 2004).

Assim, a concentracdo alta de hormonio no tegumento durante a
germinacao pode ter ocorrido devido a sintese do ABA no proprio tecido durante a
maturacao e/ou transferéncia do ABA dos tecidos da planta mée, do endosperma

e do embrido para o tegumento durante o desenvolvimento da semente. Sabendo
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que o ABA esta presente na planta mée e no tegumento durante a maturacao,
contribuindo para a regulacdo do desenvolvimento do embrido e maturagéo
(McCarty 1995, Finkelstein et al. 2002), tanto a sintese como a transferéncia de
ABA para o tegumento neste periodo torna-se possivel. Por outro lado se sabe
gue em algumas sementes dormentes ocorre sintese de novo do ABA durante a
embebicdo (Le Page-Degivry & Garello 1992, Wang et al. 1995, Debeaujon &
Koornneef 2000).

Nos vegetais superiores os sitios de sintese hormonal ndo sdo tdo bem
definidos estruturalmente e localizados, sugerindo-se que nos vegetais nao
existem 6rgaos especializados para biossintese hormonal, embora possam existir
diferencas na capacidade biossintética de cada 6rgdo, como verificado em
Tillandsia recurvata L. e Campylocentrum burchellii Cogn. (Trewavas 1981, Peres
et al. 1997).

No periodo pés-germinativo, a concentracdo do ABA diminui no tegumento
e 0 embrido foi o tecido que apresentou a maior concentracdo de ABA, embora
nao maior que a concentragdo encontrada no tegumento no primeiro dia,
apresentando uma grande variacao entre os dias de embebicéo, ja que durante a
germinacdao foi o tecido que obteve a menor concentracdo do horménio (Fig. 33).
Essa presenca maior do hormdnio no embrido, no terceiro dia apés a embebicéo,
sugere que o ABA enddgeno esteja se concentrando no tegumento durante a
germinacao e seja deslocado para o embrido durante o periodo pos-germinativo,
e/ou que o hormdnio seja sintetizado pelo embrido apds o inicio do processo poés-
germinativo, onde ocorre a transferéncia de acgUcares do endosperma para o
tecido.

Como o endosperma foi 0 Unico tecido que néo apresentou grandes
variacbes na concentracdo de ABA entre o primeiro e terceiro dias apds a
embebicdo, sugere-se sua participacdo apenas no suposto transporte do hormonio
entre o tegumento e o embrido apds a germinacao ou na degradacao do horménio
no tecido, permitindo a degradacao do galactomanano e transferéncia de carbono

e energia entre os orgaos (Fig. 33).
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A alta concentracdo de ABA no tegumento durante a germinacdo, assim
como sua presenca no tecido durante o periodo pdés-germinativo, pode estar
envolvida na sintese, modificagdo e/ou armazenamento das enzimas hidroliticas
presentes no tecido e nas regifes do endosperma préximas ao tegumento, a fim
de modular a degradacdo do galactomanano através das enzimas hidroliticas.
Esse mecanismo teria um papel importante no controle de degradacdo do
galactomanano e enfraquecimento do endosperma em torno da radicula,
necessdria para que ocorra a germinacédo e na degradacao do endosperma lateral,
evitando a producao desses acucares redutores em excesso.

Dessa forma, a dosagem de ABA serviu como uma complementacdo dos
estudos, fornecendo informacdes sobre o conteddo hormonal endégeno envolvido
no processo de germinacao e degradacao do galactomanano. Tal conhecimento é
de extrema importancia, pelo fato de os estudos do papel dos hormoénios vegetais,
através de aplicacdo dos mesmos nos tecidos das plantas, estarem sujeitos a
limitacdes, tais como falta de conhecimento quanto a absor¢do, transporte e
metabolismo do hormonio aplicado e das alteragcbes que 0 mesmo pode provocar

no nivel hormonal endégeno (Label et al. 1989, Etienne et al. 1993).

6.2.4. Papel do tegumento

A presenca da endo-B-mananase e do ABA no tegumento sugeriram a
participagédo do tecido no controle do enfraquecimento do endosperma durante a
germinacao e degradacéo do galactomanano no periodo pos-germinativo. A fim de
compreender melhor o papel do tegumento no controle de degradacdo do
endosperma e, ainda, comparar a mobilizagdo do galactomanano e das proteinas
solaveis entre o endosperma proximal (préximo ao tegumento) e distal (préximo ao
cotilédone) sob a influéncia deste tecido, efetuou-se a dosagem de proteinas, a-
galactosidase e acucares redutores nessas duas regides do endosperma de

sementes embebidas com e sem tegumento, durante e apds a germinacao.
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6.2.4.1. Mobilizagdo de proteinas soluveis

Durante a germinagéo, n&o foi observado efeito do tegumento sobre a
mobilizacdo de proteinas, tanto no endosperma proximal como no distal, j& que os
teores protéicos foram similares entre as sementes embebidas com e sem
tegumento, provavelmente por que a mobilizacdo dos corpos protéicos e a
degradacdo do galactomanano no endosperma lateral ocorrem somente apos a
germinacao, como observado nas secc¢des histologicas (Fig. 16, 18, 20 e Tabela
1).

J& no inicio do processo poOs-germinativo, a quantidade de proteinas foi
maior nas sementes embebidas com tegumento, com diminui¢ao significativa dos
teores protéicos no endosperma das sementes embebidas sem tegumento,
sugerindo a participacdo deste tecido no controle de mobilizacdo das proteinas,
provavelmente junto com o ABA presente no tecido (Tabela 1). Segundo
Garciarrubio et al. (1997), o ABA previne a degradacéo das proteinas de reserva
em sementes de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., assim como observado nas
seccOes histolégicas neste trabalho, o que torna possivel a acdo conjunta do
tegumento com o ABA na mobilizacdo das proteinas em sementes de Sesbania
virgata (Fig. 16 a 21).

O tegumento estaria, dessa forma, controlando a utilizacdo das proteinas
enzimaticas, estruturais e a degradacéo das proteinas de reserva no endosperma,
ja que a mobilizacdo das proteinas foi anterior nas sementes embebidas na sua
auséncia (Tabela 1).

A diminuicao significativa dos teores de proteinas das sementes embebidas
com tegumento ocorreu somente no quarto dia apos a embebicdo, tanto no
endosperma proximal como no distal, coincidindo com o desaparecimento dos
corpos protéicos e a degradagdo intensa do galactomanano por todo o
endosperma, observada nas sec¢des histologicas (Fig. 18 e Tabela 1).

Como o endosperma proximal apresentou teores protéicos maiores do que

o distal no inicio do processo pés-germinativo, sugere-se ainda que as proteinas
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de reserva sdo degradadas mais rapidamente no endosperma distal,
principalmente na presenca do tegumento que, provavelmente, controla mais a
mobilizacdo na regido proximal nesse periodo, coincidindo com a presenca de
menor quantidade de corpos protéicos nas camadas distais do endosperma,
observadas nas secc¢des histoldgicas no terceiro dia apds a embebicéo (Fig. 16 e
Tabela 1).

6.2.4.2. Atividade de a-galactosidase

Durante o processo germinativo a a-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 inicio da germinacao, especificamente no primeiro dia
apos a embebicdo, provavelmente deve estar relacionada ao enfraquecimento do
endosperma que circunda a radicula, necessario para que ocorra a protrusdo da
radicula e, portanto, a germinacao (Lisboa 2003). Sabe-se que em sementes de
tomate a o-galactosidase encontra-se presente nessa regido do endosperma
durante a germinacao (Feurtado et al. 2001).

No segundo dia ap6s a embebicdo a atividade da enzima no endosperma
distal ndo apresentou mais diferengas significativas quando comparado com o
proximal, provavelmente devido ao final da germinacéo, que ocorre ao redor do
segundo dia, como observado por Potomati & Buckeridge (2002), ndo sendo mais
necessaria sua acao especifica no endosperma distal para o enfraquecimento em
torno da radicula.

Sementes embebidas sem o tegumento também ndo apresentaram
diferengas significativas na atividade da o-galactosidase entre o endosperma
proximal e distal no mesmo periodo, mas apresentaram atividade enzimatica cinco
vezes maior que as sementes embebidas com tegumento, sugerindo uma forte
influéncia deste tecido no controle da atividade da enzima ja durante a germinacéo
(Tabela 1).
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No processo pos-germinativo onde ocorre a degradacdo do galactomanano
no endosperma lateral através da maxima atividade das enzimas hidroliticas, a
atividade da a-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 a-galactosidase foi maior no endosperma proximal do
gue no endosperma distal, tanto na presenca como na auséncia do tegumento
durante a embebicéo, sugerindo a presenca de galactomananos mais ramificados
na regido proximal do endosperma (Tabela 1). Em espécies contendo
galactomananos altamente ramificados a atividade da o-galactosidase,
desgalactosilando o polimero, encontra-se em niveis altos durante a mobilizagédo
do polimero (Buckeridge et al. 2000a).

Como na presenca do tegumento durante a embebicdo a atividade da
enzima foi maior no endosperma proximal do que no endosperma distal ja a partir
do terceiro dia, enquanto na auséncia do tecido esta diferenca ocorreu somente no
quarto dia apés a embebicdo, o tegumento parece estar influenciando a acgéo
maior da a-galactosidase no endosperma proximal no inicio do processo poés-
germinativo, possivelmente em combinacdo com o ABA presente no cotilédone,
que estaria controlando a producdo da enzima no endosperma distal no mesmo
periodo (Tabela 1).

Mas, apesar dessa influéncia do tegumento na atividade da enzima no
endosperma proximal, o tegumento estaria controlando a agéo da a-galactosidase
tanto no endosperma proximal como no distal, possivelmente junto com o ABA
presente no tecido, jA& que sementes embebidas sem o tegumento apresentaram
atividade maior da enzima nos endospermas desde a germinacgao, inclusive com
diferenca maior de atividade entre o endosperma proximal e distal no quarto dia
apos a embebicdo (Tabela 1).

Segundo Kontos & Spyropoulos (1996) sementes de Ceratonia siligua em

desenvolvimento apresentam acdo inibitéria do tegumento sobre a producéo de a-
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galactosidase, assim como sementes maduras da mesma espécie e de Trigonella
foenum-graecum possuem a producdo de a-galactosidase regulada por
substancias inibitorias presentes no endosperma e/ou no tegumento.

Essa influéncia do tegumento na atividade da enzima no endosperma
proximal e no controle de acdo da a-galactosidase no endosperma durante todo o
processo pés-germinativo, pode estar relacionada ao mecanismo de controle de
degradacédo do galactomanano sugerido por Lisboa (2003), que parece evitar a
producado de acucares redutores em excesso.

Além disso, a deteccdo de atividade da a-galactosidase no tegumento,
inclusive acompanhando as atividades do endosperma proximal e distal,
juntamente com a deteccdo especifica no endotegumento, sugerem novamente a
participacéo deste tecido no processo de degradacao do galactomanano, estando
relacionado a producédo, modificacdo e/ou armazenamento dessa enzima no

tecido, controlando a acdo da a-galactosidase (Tabela 1).

6.2.4.3. Niveis de acucares redutores

No processo germinativo e pds-germinativo o tegumento apresentou niveis
constantes de acUcares redutores que, embora presentes em quantidades
pequenas, sugerem a presenca de atividade respiratoria nas células do
tegumento, especificamente no endotegumento, como observado pelo teste de
tetrazolio (Fig. 13 e Tabela 1).

Durante o processo de germinacdo o endosperma proximal e o distal
apresentaram, também, quantidades pequenas de acucares redutores, tanto nas
sementes embebidas com tegumento como nas sementes embebidas sem o
tegumento, que se deve provavelmente ao enfraguecimento do endosperma
somente em torno da radicula, para que ocorra a germinacao (Lisboa 2003)
(Tabela 1).

No processo poés-germinativo, assim como durante a germinacdo, as

sementes embebidas com tegumento e sem tegumento n&do apresentaram
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diferencas significativas na quantidade de acucares redutores entre o endosperma
proximal e o distal, sugerindo que a degradacdo do galactomanano ocorra de
forma irregular e desordenada por todo o tecido, corroborando as observagdes
histolégicas e a presenca da endo-p-mananase distribuida por todo o endosperma
(Fig. 16, 18, 20, 25 e Tabela 1).

Porém, a quantidade de acucares redutores aumentou durante o processo
pos-germinativo, nos endospermas das sementes embebidas com e sem
tegumento, j& que a degradacdo do galactomanano no endosperma lateral ocorre
apos a germinacdo, como sugerido por Buckeridge et al. (2000c) e verificado nas
seccOes histologicas (Fig. 16, 18, 20 e Tabela 1). Esse aumento de acucares
redutores no endosperma, entretanto, ocorreu somente no terceiro dia,
permanecendo praticamente constante a quantidade de acucares no quarto dia
apos a embebicdo, mesmo com a degradacao intensa do endosperma observada
nas secc¢oes histologicas (Fig. 18 e Tabela 1).

Provavelmente essa intensa degradacdo do galactomanano por todo o
endosperma, observada nas seccgles, esteja acontecendo espacadamente e
desordenadamente, para que a liberacdo de acUcar redutor ndo ocorra em
excesso (Fig. 18 e Tabela 1). Foi sugerido em sementes de Sesbania virgata um
mecanismo que evitaria a producdo desses acucares redutores em excesso
através da acdo espacada e momentdnea da endo-B-mananase, que agiria
localmente, precipitaria isoeletricamente e resolubilizaria em seguida, acontecendo
desordenadamente em varias regides do endosperma ao mesmo tempo,
facilitando a drenagem dos produtos desta mobilizagédo para o embrido, que ocorre
rapidamente entre o endosperma e o embrido (Buckeridge & Dietrich 1996, Lisboa
2003).

Como a quantidade de acucares redutores no endosperma € bem maior na
auséncia do tegumento durante a embebicdo, sugere-se a participacdo do
tegumento nesse mecanismo de controle da degradacdo do galactomanano
através da endo-B-mananase (Tabela 1). Dessa forma, o tegumento estaria

interferindo na acdo desordenada e espacada da endo-B-mananase no
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endosperma, possivelmente através da producdo, modificacdo e/ou
armazenamento da enzima.

Sementes maduras e em desenvolvimento de Ceratonia siliqua e tomate
apresentam acao inibitoria do tegumento sobre a produgédo de endo-B-mananase,
assim como sementes maduras de Trigonella foenum-graecum possuem a
producdo de endo-B-mananase regulada por substancias inibitorias presentes no
endosperma e/ou no tegumento (Kontos & Spyropoulos 1996).

Como conseqUéncia desse mecanismo de controle, provavelmente a
degradacédo do galactomanano ocorre em “ondas desordenadas”, como sugerido
por Lisboa (2003), corroborando a quantidade similar de agucares redutores entre
o endosperma proximal e distal, a distribuicdo da endo-f-mananase por todo o
endosperma, observada através do tissue printing, e coincidindo com a
degradacdo observada nas secc¢bes histolégicas, que ocorreu por todas as
camadas do tecido (Fig. 16, 18, 20, 25 e Tabela 1).

A influéncia do tegumento nos niveis de agucares redutores e no teor de
proteinas no endosperma ndo pode ser observada no periodo de germinacéo,
provavelmente porque a degradacédo do galactomanano ocorre somente ao redor
da ponta da radicula e o desaparecimento dos corpos protéicos ocorre somente
no periodo pos-germinativo (Fig. 14, 16, 18, 20 e Tabela 1).

Mas como a presenca da endo-B-mananase ocorre no tegumento
principalmente no primeiro e segundo dias ap0s a embebicéo e a atividade da a-
galactosidase é controlada pelo tecido também durante o periodo germinativo,
sugere-se que 0 tegumento possa estar interferindo na producdo, modificacao
e/ou armazenamento e utilizacdo das enzimas hidroliticas ja& durante a
germinacao, possivelmente junto com o ABA presente no tecido (Fig. 25, 29, 33 e
Tabela 1).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

7.1. Degradacéo do galactomanano

Através dos dados histoloégicos e bioquimicos conclui-se que o
desaparecimento dos corpos protéicos e a degradacdo do galactomanano
ocorram durante o periodo pés-germinativo por todo o endosperma, com acgao
conjunta das trés enzimas hidroliticas (a-galactosidase, endo-p-mananase e exo-
B-manosidase) sobre este ultimo.

A atividade das trés enzimas hidroliticas encontradas no tegumento e no
endosperma durante a germinacdo e poOs-germinacao, sugere que a sintese
destas enzimas possa ocorrer no endosperma, embora ndo tenha sido possivel
definir precisamente se somente a camada de aleurona, somente o endosperma
ou ambos os tecidos sdo responsaveis pela sintese das enzimas. Além disso,
sugere a participacdo do tegumento no processo enzimatico, através da sintese,
modificacdo e/ou armazenamento das enzimas, especificamente da endo-B-
mananase que esteve presente por todos os estratos do tecido, principalmente no

mesotegumento.

7.2. Efeito do ABA

O ABA exogeno desempenha um efeito desacelerador na degradacédo do
galactomanano, promovendo um retardamento no desaparecimento dos corpos
protéicos e na desestruturacdo das paredes celulares. Ainda, interfere
indiretamente na utlizacdo da endo-B-mananase, principalmente durante o
periodo poOs-germinativo, consequentemente, retardando a desintegracdo do
endosperma.

A presenca de concentracdes elevadas de ABA endbégeno no tegumento
durante e apdés a germinacdo das sementes pode estar interferindo na sintese,

modificacdo e/ou armazenamento das enzimas hidroliticas presentes no tecido e
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nas regibes do endosperma proximas ao tegumento, a fim de modular a

degradacéo do galactomanano, através das enzimas hidroliticas.

7.3. Papel do tegumento

A deteccao de células vivas no endotegumento e a presenca da endo-f3-
mananase, da a-galactosidase, da exo-B-manosidase e do ABA enddgeno no
tecido, sugerem que o tegumento esteja exercendo um papel importante durante o
processo germinativo e pdés-germinativo em sementes de Sesbania virgata,

possivelmente junto com o ABA:

e interferindo na producdo, modificagdo e/ou armazenamento das enzimas
hidroliticas, controlando a acdo dessas hidrolases durante a germinacédo e
pOs-germinacgao;

e controlando o processo de degradacdo das proteinas de reserva no
endosperma;

e controlando o processo de degradacdo do galactomanano por todo o
endosperma, possivelmente através da acdo desordenada e espacada da
endo-B-mananase, evitando a producdo dos acUcares redutores em

excesso durante o periodo pds-germinativo.
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7.4. Modelo sugerido para sementes de Sesbania virgata

Em sementes de Sesbania virgata, como o ABA, a endo--mananase, a o-
galactosidase e a exo-B-manosidase encontram-se presentes no tegumento
durante e ap6s a germinacao, pode-se sugerir que este tecido esteja interferindo
na produc¢do, modificacdo e/ou armazenamento das enzimas hidroliticas durante a
germinacdo e degradacdo do galactomanano, controlando indiretamente a agéo
dessas enzimas no endosperma, possivelmente junto com o ABA (Fig. 34).

Pela acdo conjunta das enzimas hidroliticas, liberadas pelo tegumento e,
inclusive, produzidas no endosperma, ocorre a degradacao do galactomanano por
todo o endosperma no periodo pos-germinativo. Apesar dessa degradacgao intensa
por todas as camadas do endosperma, nao ocorre excesso de acucares redutores
no tecido, sugerindo um mecanismo de controle da degradacdo 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 degradacdo do galactomanano através da acdo espacada e
momentédnea da endo-B-mananase, que precipitaria isoeletricamente e
resolubilizaria em seguida, de forma desordenada e concomitantemente em varias
regides do endosperma, possivelmente o controle do tegumento sobre a
degradacédo do polimero estaria relacionado a esse mecanismo, interferindo na
acao da endo-p-mananase, que se encontra presente no tecido (Fig. 34).

Os acucares redutores liberados durante a degradacéo do polissacarideo
seriam, dessa forma, transportados e absorvidos pelo embrido eficientemente,
sendo utilizados para o crescimento da plantula. Como a endo-f-mananase, além
das outras enzimas hidroliticas, podem estar presentes inclusive no cotilédone,
parte dos mano-oligossacarideos podem ser transportados do endosperma para o
embrido, onde serédo hidrolisados e utilizados diretamente pelo tecido (Fig. 34).
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Figura 34. Modelo esquematico do controle de degradacdo do galactomanano
através do tegumento e do ABA em sementes de S. virgata.
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