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FISIOLOGIA DA GERMINACAO DE SEMENTES DA Annona
squamosa L., FRUTA-DO-CONDE
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Resumo: A germinacdo das sementes é um processo que envolve a expressdo coordenada de
VArios genes que irdo suportar a retomada do crescimento do embrido, até entdo num estado
latente. Procurando investigar o programa metab6lico durante a germinacdo de sementes, foi
realizado o presente trabalho utilizando como modelo bioldgico sementes de fruta-do-conde
(Annona squamosay), por apresentar contetdos significativos de amido e lipidios, as principais
substancias de reserva da maioria das sementes. O experimento foi conduzido em condigcdes
de laboratério, com as sementes colocadas para germinar em caixa de areia, tendo sido
retiradas amostras aos 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias de germinagdo. Nessas sementes foram
analisados os conteddos de amido, lipidios e proteinas, as atividades das isoformas
invertasicas, da sintase da sacarose (SUSY), da a-amilase e da isocitrato liase. Os resultados
obtidos suportam a hipdtese do programa metabolico durante a germinacéo, com variagdes

nas atividades das enzimas avaliadas acopladas a retomada do desenvolvimento do embrido.

PALAVRAS-CHAVES: Programa metabolico, Fonte-dreno, Remobilizacéo de reservas.

SEED PHYSIOLOGY GERMINATION OF Annona squamosa
L., SUGAR APPLE

Abstract: The seed germination is a process that involves the coordinate expression of some

genes that will go to support the retaken one of the embryo growth, until then in a latent state.
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Looking for to investigate the metabolic program during the seed germination, the present
work was carried through using as biological model sugar apple seeds (Annona squamosa),
for presenting significant contents starch and lipids, the main seeds storage substances. The
experiment was lead in laboratory conditions, with the placed seeds to germinate in sandbox,
having been removed samples to the 0, 10, 20, 30, 40, 50 and 60 days of germination. In these
seeds the starch, lipids and protein contents had been analyzed, the enzymatic activity of the
isoforms invertases, sucrose synthase (SUSY), o-amilase, and isocitrate lyase was
determinates. The gotten results support the hypothesis of the metabolic program during the

germination, with variations in the activities of enzymes evaluated connected to the retaken

one of the embryo development.

KEYWORDS: Metabolic program, Sink-source, Storage remobilization

INTRODUCAO

A germinagdo de sementes e o
crescimento pds-germinativo sdo cruciais
para a manutencdo do ciclo de vida das
plantas superiores. O processo de
germinacdo € tido como a retomada do
crescimento embrionario, apos suspensdo
por tempo variavel de espécie para espécie.
Para suportar esse crescimento
embrionario, a semente em germinagédo
necessita remobilizar suas reservas, sendo
0 amido, proteinas e lipidios as principais
formas de reserva das sementes da maioria
das espécies vegetais (Soutani e Zeinali,
2006). A germinacd0 € um pProcesso
bastante complexo durante o qual, pela
embebicdo em condicGes ideais, uma
semente quiescente é transformada em um
vigoroso sistema metabolizante. Esta

transicdo envolve o desenvolvimento de

varias capacidades bioquimicas de uma
maneira programada, finamente controlada
e coordenada.

A sintese e a degradacdo de
compostos celulares, responsaveis pela
manutencdo do metabolismo celular,
envolvem uma série de enzimas atuando,
muitas vezes, em processos divergentes.
Embora diversas pesquisas tenham
enfocado varios aspectos do mecanismo de
germinacéo, pouco é o conhecimento sobre
a acao coordenada de enzimas envolvidas
na hidrélise de substancias de reserva de
sementes durante 0  processo  de
germinacdo. Amilases, glicosidases e
fosforilases, atuam sobre o amido, de
maneira diferenciada, determinando uma
mistura de acUcares sollveis com

oligossacarideos (Rosseto et al, 2004).
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Este processo coordenado, em
altima analise, visa permitir adaptar o
metabolismo e seu programa de
desenvolvimento a condigdes ambientais
enquanto as reservas estdo sendo
exauridas, até que a nova planta atinja a
condicdo de fotoautotrofico ( Santana et al,
2008).

Dessa forma, programas
metabolicos especializados que envolvam
a utilizacdo répida e eficiente das reservas
das sementes sdo acionados desde os
primeiros momentos em que a semente
inicia seu processo de germinacao.

A composicdo de reservas das
sementes e o orgdo no qual elas séo
depositadas diferem entre as espécies.
Possivelmente, isso leva a uma variagdo no
padrdo de hidrdlise de substancias de
reservas das sementes entre diferentes
espécies vegetais.

Poucos sdo 0S estudos
desenvolvidos que procurem enfocar o
metabolismo da germinacdo de sementes,
sendo que a maioria dos trabalhos
concentra basicamente nos processos
relacionados a superacdo de dorméncia,
estudos sobre fotoblastimos e efeitos de
fatores fisicos, como temperatura, sobre a
germinacdo, sem se preocupar com 0S
aspectos  fisiologicos  envolvidos na
germinacdo. Estes fatos podem ser

verificados pelos estudos referentes

algumas espécies nativas ( Oliveira et al.,
2010; Missio et al., 2011).

O conhecimento detalhado dos
passos envolvidos na hidrélise de
diferentes reservas e o nivel no quais
determinadas  espécies  vegetais séo
dependentes dessas reservas para a
germinacéo de suas sementes,
considerando-se também o estabelecimento
da plantula, é importante sob varios
aspectos, ja que muitas das principais
culturas agricolas tém nas sementes o
principal objetivo da producdo e
perpetuacdo da espécie, ainda, a hidrolise
do amido acontece por desdobramento,
total, das moléculas de amilose e
amilopectina, que ao romper resultam-se
em dextrinas, cada vez mais simples e por
fim em glicose (Torres, 2009).

Assim, procurou-se neste trabalho
analisar a possivel acdo coordenada de
enzimas envolvidas no processo de
remobilizacdo de reservas das sementes de
fruta-do-conde ou ata, pertencente a

familia Annonaceae.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal: As sementes
foram obtidas de frutas adquiridas junto ao
comercio local no municipio de Lavras-
MG, situada a latitude 21°14'S, longitude
45°00'W e altitude de 918 m. Inicialmente,
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as sementes foram retiradas dos frutos e
lavadas em agua corrente para retirada da
mucilagem aderente ao tegumento, sendo
na sequéncia colocadas para secar a
sombra. Depois, foram acondicionadas em
sacos de papel e mantidas em condigdes de
ambiente até o momento das andlises.
Foram analisados os teores de proteinas
(Bradford, 1976), amido (por agcUcares
redutores, Muller, 1959) e lipidios
(Instituto Adolfo Lutz, 1977). O peso seco
das sementes foi obtido por desidratacéo
em estufas de circulacéo de ar a 55°C por 4
dias.

Experimentos: 3 grupos de 25
sementes cada foram esterilizadas por 5
minutos com solucdo de 2% NaCl, e apos
lavadas com agua deionizada, sendo,
posteriormente, colocados em papel
germitest embebidos em solugdo de 100

ppm GA e mantidas a 25°C por 5 horas

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para elucidar o papel de algumas
enzimas do metabolismo de carboidratos
envolvidas no processo de germinacao,
foram avaliadas as atividades das enzimas
o-amylase, sucrose synthase, invertases
isoenzymes and isocitrate lyase em
sementes de A. squamosa. Os resultados
indicam a existéncia de um programa

metabdlico coordenado, envolvendo as

(Ferreira et al., 2002). Em seguida, a
sementes foram transferidas para caixas
plasticas contendo areia lavada umedecida
com &gua destilada e mantidas a 25°C.
Sementes com diferentes tempos de
germinacéo (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias)
foram coletadas e transferidas para
nitrogénio liquido. Apé6s a retirada do
embrido, os cotilédones foram utilizados
para determinacdo da atividade das
enzimas o-amilase (Skadsen, 1993),
isoformas invertasicas e sintase da sacarose
(Delu-Filho et al., 2000) e isocitrato liase
(Baleroni et al., 1997; Khan et al., 1979).
Os dados foram  avaliados
estatisticamente, mediante a analise de
variancia, testando-se as médias pelo teste

de Tukey. Os dados de percentagens foram

transformados em arco-seno  v%. O
programa utilizado para analise dos dados
foi o software SISVAR (Ferreira, 2003).

enzimas estudadas, sendo suas atividades
maximas identificadas em diferentes
épocas de germinacao das sementes.

A analise da composicdo das
principais substancias de reserva de
Annona sguamosa indica que amido,
lipidio e proteinas compdem 39, 25 e 8%,
respectivamente, do peso seco das
sementes, resultando em 72% do total de

substancias de uma semente (dados nao
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apresentados).  Possivelmente,  demais
substancias de reserva ndo quantificadas
neste trabalho, como minerais, &cidos
organicos, acucares solGveis possam
completar a totalidade da massa das
sementes. Todavia, h&d que se considerar
ainda que nem toda matéria seca esta
disponivel como material de reserva, sendo
constituido de membranas, parede celular,
etc. Foi verificado ainda que essas
sementes possuiam 65% de umidade.
Nota-se que pela composi¢do das sementes
de A. squamosa estas sdo excelentes
modelos bioldgicos para estudos de
metabolismo da germinacdo de sementes,
particularmente  aqueles  envolvendo
programas metabolicos.
Sementes de A.  sguamosa
apresentam como principais substancias de
reserva amido, lipidios e proteinas. Assim,
a retomada do desenvolvimento
embrionario, suspenso nas sementes,
ocorre a partir da remobilizacdo dessas

substancias, que serdo utilizadas para

suportar o requerimento embrionario por
energia e metabolitos intermediarios para a
sintese de novos constituintes celulares. No
processo de remobilizagdo das reservas, 0s
carboidratos  soliveis  desempenham
importante funcdo, atuando como um elo
entre a substdncia de reserva recém-
hidrolisada e sintese de novos compostos
celulares. Isto pode ser verificado em A.
squamosa onde nota-se uma reducdo da
concentracdo de amido com conseqliente
aumento no conteudo de agucares soluveis
(Figura 1). Magalhdes et al. (2010)
contrariamente a esta pesquisa,
identificaram uma diminuicdo no
conteudo de carboidratos soliveis nos
cotilédones de sementes de Schizolobium
parahyba (Vell.) S. F. Blake durante a
germinacéo.

Verifica-se uma relacdo direta e
inversa entre o teor de amido e o teor de
acucares redutores em sementes em

germinacdo de A. squamosa (Figura 1).
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Figura 1. Contetdos de Amido e Acucares Redutores (AR) de sementes em germinacao de A.

squamosa (Meédia de 3 repeti¢Oes. Barras indicam o erro padréo da media).

Observa-se ainda uma relagéo
direta e proporcional entre a atividade da
o-amilase (Figura 2) e o0s teores de
acucares redutores, ja qué sdo o resultado
final do processo de degradacéo e hidrolise
do

respiratorio

substrato
do

amido, para fornecer

para a retomada
desenvolvimento do embrido.

Foi avaliada também a atividade a-
de

O amido ¢é

amilase em diferentes tempos
germinacdo (Figura 2).
preferencialmente hidrolisado pela o-
amilase, cujo gene é altamente expresso
em sementes em germinacdo sob influéncia
de fitormonios, sobretudo pelas multiplas
formas do acido giberélico (Rangaswamy
et al., 2008). Em sementes de A. squamosa

nota-se um aumento da atividade da

Revista Agrotecnologia, Anapolis, v. 5, n. 2, p. 69 - 81, 2014

amilase até o 20°dia, embora a atividade da
enzima seja detectada até o final do
experimento (Figura 2). Esses dados
da (Figura 1)

confirmam a hidrolise do amido

juntamente com o0s
e
conseqliente aumento de carboidratos
soltveis. As amilases podem ser divididas
em dois grandes grupos baseados em suas
propriedades  fisico-quimicas e sdo
codificadas por 2 familias multi-génicas. O
Grupo | tem um pl préximo a 58 e é
calcio-independente e  possui  alta
dependéncia da presenca de GA. O Grupo
Il é caracterizado por um pl préximo a 4,5
e representa 60% do total da atividade de
a-amilase e

requer célcio para sua

atividade e sdo sintetizadas durante a
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germinacgéo, induzidas por GA (Perata et
al., 1997).

Tem sido verificada a presenca da
atividade da a-amilase em sementes de um
grande namero de espécies vegetais (Sana
et al., 2009; Coimbra, et al., 2009; Bako et
al., 2011) e também no processo de

maturacdo de sementes de cevada

40

(Rodenburg et al., 2000) e trigo (Mrva et
al., 2006).

hormonal e do desenvolvimento em

Em cereais, a regulacdo

sementes de cereais é bem estudada, com a
inducdo da expresséo do gene da a-amilase
promovida por GA (Subbarao, Datta &
Sharma, 1998) e reprimida por ABA (Zhao
et al., 2009).

ATIVIDADE DA AMILAS
(umol AR. g-1.h-1)

30 40 50 60

TEMPO (DIAS)

Figura 2. Atividade da a-Amilase de sementes em germinacdo de A. squamosa (Média de 3

repeticdes. Barras indicam o erro padrdo da media).

A atividade das isoformas invertasicas em
sementes em germinacdo de A. squamosa
apresentam valores maximos aos 20 dias,
para todas as trés isoformas (Figura 3).
Tem sido relatado a presenca de
invertases na germinacdo de sementes
(Molle, et al., 2009), embora a funcdo
dessas enzimas durante 0 processo seja

pouco conhecido. Mitsuhashi et al., (2004)

sugerem que as atividades das invertases
soliveis podem disparar o0 processo de
expansdo do embrido em sementes de A.
thaliana, apesar de que o acumulo de
MRNA ndo € paralelo aos eventos de
germinacdo. Esses autores verificaram
ainda que a aplicacdo exdgena de GA
promove a germinagdo das sementes e que

a sintese de novo, pela expressdo dos genes
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das invertases acidas, estd provavelmente
sob controle da acdo conjunta do GA e do
fitocromo. Em M. domestica a atividade da
isoenzima vacuolar nem foi detectada,
enquanto valores significativos foram
observados para a enzima citosolica. No
presente  trabalho  verifica-se  uma
significativa participacdo das isoformas da
parede e do citosol (Figura 3).

Esses resultados se enquadram no
modelo proposto por Koch (2004), exceto
para a isoforma citosdlica. Possivelmente
isso se deve a funcdo de hidrolise da
sacarose que € produzida em grandes
quantidades na semente em germinacao, a
qual serd hidrolisada preferencialmente
pela isoenzima apoplastica ou pela

citsosdlica, uma vez que durante a

germinacdo ndo parece provavel que as
celulas irdo acumular sacarose no vacuolo,
devido a grande demanda por carboidratos
redutores que existente em outras partes da
célula, tanto para a atender a demanda
energética quanto para a sintese de novos
constituintes celulares. Consistente com
esse padrdo, as maximas atividades das
invertases (Figura 3) e da o-amylase
(Figura 2) s&o obtidas no 20° dia de
germinagao. Nota-se ~ um  padrdo
semelhante entre as diferentes isoformas,
apenas com diferencas nos valores
especificos de cada atividade, sendo que a
NCI apresentou as maiores atividades e a
CWI a menores. Interessantemente, o
padrdo de atividade das invertases €

bastante semelhante ao da o-amylase.
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Figura 3. Atividade de isoformas da invertase da parede celular (IPC), invertase neutra do

citosol (INC) e acida do vacutolo (IV) de sementes em germinacgdo de A. squamosa (Média de

3 repeticOes. Barras indicam o erro padrdo da média).
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A atividade da Susy (Figura 4)
apresentou maior atividade aos 30 dias de
germinacdo, indicando que estd enzima

estd envolvida no processo de germinagédo

em um estdgio posterior ao das demais
enzimas avaliadas anteriormente neste
trabalho (a-amilase e invertase, Figuras 2 e

3, respectivamente).
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Figura 4. Atividade da SUSY de sementes em germinacdo de A. squamosa (Média de 3

repeticdes. Barras indicam o erro padrdo da media).

O papel da ICL tem sido relatado em
varias espécies, como nas sementes de
Glycine max (Carvalho et al., 2014). A
funcdo basica da ICL é catalisar a clivagem
do isocitrato, produzido durante a hidrolise
de lipidios de reserva em sementes, para
succinato e

produzir glioxilato.

Finalmente, a atividade da isocitrato lyase,

avaliada durante o processo de germinacéo
de sementes de fruta-do-conde atingiu o
maior valor aos 40 dias, reduzindo a
seguir, mas ainda assim, mantendo niveis
significativos de atividade em relacdo ao
inicio do processo de germinagdo (Figura
5).
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140
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Figura 5. Atividade da ICL (Isocitrato Liase) de sementes em germinacdo de A. squamosa.

(Média de 3 repeticOes. Barras indicam o erro padrdo da media).

Interessantemente,  sementes em
germinacdo de fruta-do-conde possuem
atividades maximas da  o-amilase,
invertases e susy e, numa fase mais
avancada da germinacdo, aparece a
atividade da ICL, indicando haver, para
essa espécie, uma preferéncia pela
degradacdo das reservas de carboidratos
em relacdo aos lipidios. Possivelmente, a
ICL ndo desempenha papel vital no
processo de germinacdo dessas sementes,
em funcdo das atividades significativas de
outras enzimas avaliadas neste trabalho,
mas ela pode ter um papel fundamental no
estabelecimento da plantula, fornecendo
substancias necessarias numa fase em que
as reservas de carboidrato (amido), ja estéo

se exaurindo.

CONCLUSOES

Sementes de A.  sguamosa
apresentam como principal substancia de
reserva 0 amido, que é degradado via
atividade amilolitica para suportar a
retomada do desenvolvimento
embrionario, em um processo
bioguimicamente coordenado com a
atividade invertasica e de sintase da
sacarose.

A atividade da ICL aparece numa
fase mais avancada da germinacao,
possivelmente para permitir o perfeito

estabelecimento da plantula.
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