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Catabolismo de sacarose durante a mobilizacao do galactomanano
e sua importancia na estratégia de sobrevivéncia de plantulas de
Sesbania virgata (Cav.) Pers.
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ABSTRACT — (Sucrose catabolism during galactomannan mobilisation and its importance in the survival strategy of Sesbania
virgata (Cav.) Pers. plantlets). Seeds of Sesbania virgata have galactomannan as a storage polysaccharide in the endosperm.
During mobilization, the degradation products are assimilated by the cotyledons which later supply this carbon source to
the embryo. Sucrose is of prime importance in this source and sink relation between the organs. In the present work, the
importance of the storage galactomannan in the establishment of plantlets of Sesbania virgata was investigated following
the study of survival of plantlets with or without endosperm, as well as the diuturnal variations of the sucrose catabolism
enzymes activity. The plantlets grown in the darkness with endosperm survived 16 days longer than the plantlets without
the storage organ. Independent variations among the enzymes were detected, suggesting that the different enzymes are
engaged in different physiological processes and, although sucrose is their common substrate, they take part in independent
metabolic pathways.
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RESUMO - (Catabolismo de sacarose durante a mobiliza¢do do galactomanano e sua importancia na estratégia de
sobrevivéncia de plantulas de Sesbania virgata (Cav.) Pers.). Sementes de Sesbania virgata possuem galactomanano como
polissacarideo de reserva no endosperma. Durante a mobiliza¢@o, os produtos de degradagao sao absorvidos pelos cotilédones
que, posteriormente, fornecem esse carbono ao eixo embriondrio. A sacarose tem um papel fundamental nesta relacio de
fonte e dreno entre os 6rgdos. Neste trabalho, a importancia da reserva de galactomanano no estabelecimento das plantulas
de Sesbania virgata foi investigada através de estudo de sobrevivéncia de plantulas com e sem endosperma, assim como as
varia¢des diuturnas na atividade das enzimas de catabolismo de sacarose. As plantulas crescidas no escuro com endosperma
sobreviveram 16 dias a mais que as plantulas sem endosperma. Foram observadas varia¢des independentes entre as enzimas,
sugerindo que as diferentes enzimas participam de diferentes processos fisiolégicos e, embora tenham a sacarose como
substrato em comum, participam de vias metabdlicas independentes.
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Introducao

Sesbania virgata (Cav.) Pers. € uma leguminosa
sub-tropical arbustiva que atinge cerca de 6 m de
altura e que possui um comportamento fotossintético
tipico de plantas pioneiras associado ao crescimento
rapido. Desenvolve-se naturalmente em terrenos
umidos e associa-se com Azorhizobium spp (Chaves
et al. 2003), ocorrendo com frequencia em ambiente
ciliar (Pott & Pott 1994). As sementes desta espécie
acumulam nas paredes das células do endosperma
um polissacarideo de reserva de parede celular
denominado galactomanano (Buckeridge & Dietrich
1990). Alguns trabalhos sobre a mobilizagdo do

galactomanano nesta espécie foram publicados sob a
sinonimia Sesbania marginata Benth., mas atualmente
admite-se o nome Sesbania virgata como sendo o
nome correto (anterior) da espécie.

A degradacdo do galactomanano em sementes
com endosperma vem sendo estudado héd bastante
tempo (Bewley & Black 1978) e o modelo proposto
para a mobilizacdo sugere que o galactomanano
é completamente hidrolisado apds a germinagio
até seus monossacarideos constituintes, que sdo
entdo absorvidos pelo embrido em crescimento e
subsequentemente utilizado como fonte de carbono
e energia para muitos processos metabdlicos no
embrido (Bewley ef al. 1983, Bewley & Black 1994).
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Embora o mecanismo bioquimico da degradacdo do
galactomanano j4 tenha sido estudado em Sesbania
virgata (Buckeridge & Dietrich 1996), sabe se pouco
sobre o transporte de carbono entre as partes da
plantula. O processo de mobilizagdo do galactomanano
de sementes de Sesbania virgata € iniciado no segundo
dia de embebicdo e atinge o seu maximo logo no
terceiro dia. Apds cinco dias do inicio da embebigao,
o endosperma ja estd completamente degradado e os
cotilédones se desprendem da testa da semente (Tonini
etal.2006,2007) e iniciam sua expansao, tornando-se
orgdos fotossintéticos logo em seguida.

Reid (1971) verificou um aumento nos teores
de sacarose nos cotilédones de Trigonella foenum-
graecum durante a mobiliza¢do do galactomanano e
associou isso a absor¢@o dos produtos de degradacio
do polissacarideo. Um aumento na concentracao
de sacarose nos cotilédones de S. marginata foi
verificado por Buckeridge & Dietrich (1996), porém
esses autores associaram o fendomeno a degradagdo
dos oligossacarideos da série rafindsica, que sdo
as primeiras reservas a serem mobilizadas pelas
plantulas, antes mesmo que o galactomanano. As duas
fontes de carbono da semente de Sesbania virgata,
portanto, levam a formacdo de sacarose, o que torna
esse dissacarideo um importante elemento nas relagoes
de fonte e dreno entre os diferentes 6rgaos da plantula,
como descrito para outras espécies (Farrar et al. 2000).
A prépria disponibilidade de sacarose nos tecidos
poderia funcionar como um sinalizador no processo,
uma vez que além de fonte de energia, a propria
sacarose pode atuar como um regulador direto ou
indireto da expressao génica (Winter & Huber 2000).
Estudar o metabolismo de sacarose neste periodo tdo
critico do ciclo de vida da planta, portanto, € essencial
para entender as relagdes fonte e dreno e a alocagdo
de recursos e uso do carbono na planta.

As principais enzimas do metabolismo de
sacarose sao a sacarose fosfato sintase (SPS) (EC
2.4.1.14), a sacarose sintase (SuSy) (EC 2.4.1.13)
e a invertase (EC 3.2.1.26). A sintese de sacarose
¢ realizada principalmente pela SPS, uma enzima
alostérica ativada pela glucose-6-fosfato e inibida
pelo ortofosfato (Taiz & Zeiger 2003). A degradacgdo
da sacarose, e conseqiientemente, o estabelecimento
do dreno, pode ser realizada tanto pela SuSy quanto
pela invertase.

Existem pelo menos duas isoformas de SuSy,
sendo ambas citoplasmaticas, soliiveis ou podem
apresentar-se fortemente aderidas ao complexo de
celulose sintase na membrana plasmética ou no cito-

esqueleto, dependendo do estado de fosforilagdo
(Sturm & Tang 1999). Existem pelo menos trés
isoformas de invertase nos tecidos, as quais diferem
entre si pela localizacdo celular e propriedades, de
modo que € possivel distinguir a atividade em cada
um dos compartimentos celulares pela propriedade
da enzima que se estd detectando a atividade. Uma
das isoformas esta localizada no vactolo, é soluvel
e possui pH 6timo em torno de 4,6. Outra isoforma
estd presente na parede celular, € insolivel e também
possui pH 6timo em torno de 4,6. A terceira isoforma
estd localizada no citoplasma, € soldvel e possui pH
6timo em torno de 7,0. Alteracdes das atividades das
enzimas de degradacdo da sacarose por expressao
antisense em cenoura (Sturm & Tang 1999) mostraram
efeitos distintos na formacdo do 6rgdo de reserva
como reducdo do acimulo de carboidratos, redugdo
do crescimento do 6rgdo de reserva e alteragdo da
razdo raiz:parte aérea.

O presente trabalho se propde a investigar as
relacdes fonte e dreno de sacarose nas plantulas de S.
virgata em crescimento com o estudo das atividades
das enzimas de degradacdo da sacarose durante a
mobilizagdo do galactomanano. Para isso, foram
mapeadas as atividades das enzimas de degradacdo
de sacarose ao longo do terceiro dia de embebigdo
da semente, momento de maior mobilizacdo do
galactomanano. Também, a fim de demonstrar a
importancia do galactomanano como estratégia para as
etapas pos-germinativas, a sobrevivéncia da plantula
foi investigada na auséncia da fotossintese.

Material e métodos

Obtencdo e cultivo das plantulas - As sementes
foram obtidas de plantas cultivadas sob condi¢des
naturais nos jardins do Instituto de Botanica de Sao
Paulo, Brasil. As sementes foram individualmente
escarificadas com o auxilio de uma lixa. A seguir
foram colocadas em placas de Petri (dez sementes
por placa) contendo 15 mL de 4gua e mantidas a 25
°C, sob luz fluorescente com fotoperiodo de 12 horas.
Nessas condi¢des 100% das sementes mostraram
protrusao da radicula. Apds sete dias as plantulas
foram transferidas para vasos com areia e mantidas
em casa de vegetacgdo.

Sobrevivéncia no escuro — A fim de avaliar a
importancia do galactomanano na estratégia de
sobrevivéncia na auséncia de luz, 360 sementes
foram escarificadas e embebidas. Ap6s 24 horas de
embebicdo, 180 sementes foram dissecadas para
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remocao do endosperma. Deste subtotal, metade foi
mantida no escuro e outra metade na luz. Outras 180
sementes permaneceram com o endosperma, sendo,
novamente, metade mantida no escuro e outra metade
na luz. As sementes (intactas ou dissecadas) foram
transferidas para vasos de 3 litros contendo uma
camada de 5 cm de areia no fundo, de forma a manter
espaco para o crescimento das plantulas. No caso das
plantulas serem mantidas no escuro os vasos foram
cobertos com papel aluminio. Todos os vasos foram
mantidos em casa de vegetacdo. Para estimativa da
massa fresca as plantulas foram coletadas apéds 3, 9,
15 e 25 dias ap6s o inicio da embebic¢do. A cada coleta,
as plantulas foram pesadas em trés grupos de cinco
plantulas em balanga de precisdo. Para estimativa da
massa seca as mesmas plantulas foram secas em estufa
a 60 °C durante uma semana e pesadas.

Transporte de ['*C]sacarose — A fim de entender
a alocacdo de sacarose durante o estabelecimento
da plantula, dois experimentos utilizando ['*C]
sacarose foram realizados em momentos distintos
do desenvolvimento. Um experimento foi feito em
placa de Petri adicionando sacarose ao meio em que
a planta crescia e outro, em um estigio posterior do
desenvolvimento, com a planta em vaso injetando
sacarose no 6rgdo fotossintetizante.

No primeiro experimento, foi acompanhada a
absorcdo de agtcar a partir do meio. Para isso, trés
plantulas com sete dias de embebicao (cultivadas
apenas em placas de Petri, conforme descrito acima)
foram transferidas para novas placas contendo 10 mL.
de 4gua destilada e 10 uL solucio de ['“C]sacarose, e
incubadas por dois dias a 25 °C. Apds este periodo as
plantulas foram coletadas, secas por prensagem entre
folhas de papel em estufa a 60 °C até a estabilizac¢do do
peso. Apds a secagem as plantulas foram montadas em
um cassete de exposi¢do contra um filme fotogréfico.
Apés dois dias de exposicdo o filme foi revelado.

No segundo experimento, a solucio de sacarose
foi diretamente injetada no 6rgdo fotossintetizante,
uma vez que ndo havia mais 6rgdo de reserva. Nesse
experimento foram utilizadas plantas com 15 dias
apds inicio da embebicdo, ja aclimatadas em vaso
como descrito no item anterior. Cinco microlitros
de uma solucdo de ['“C]sacarose (18520 Bq) foram
injetados na secao mediana de um dos cotilédones de
cada plantula. Apds trés dias adicionais de cultivo as
plantulas foram coletadas, secas e processadas como
descrito anteriormente.

Dosagem de atividade enzimadtica - Para as andlises
de atividade das enzimas do metabolismo de sacarose,

as sementes escarificadas como descrito acima, foram
transferidas para placas de Petri (dez sementes por
placa), contendo 10 mL de dgua destilada e mantidas
sob luz fluorescente por 12 horas a 25 °C. Nessas
condi¢des 100% das sementes mostraram protrusao
da radicula.

Apébs 72 horas de embebicdo, 15 plantulas
foram coletadas em intervalos de 6 horas, da O
hora até as 20 horas do quarto dia apds o inicio
da embebicdo, separadas em trés grupos de cinco
plantulas e imediatamente dissecadas para separacdo
do endosperma, cotilédones e eixo embriondrio.
Durante a coleta o fotoperiodo de 12 horas foi mantido.
Ap6s a pesagem dos 6rgdos (massa fresca), eles foram
mantidos a -80 °C até a preparagdo dos extratos.

Cada grupo de cinco endospermas, cotilédones
e eixos embriondrios das plantulas foi moido em
almofariz com 2 mL de tampao Tris 10 mM pH 6,5
a 4 °C. O extrato bruto foi centrifugado por 3 min a
10.000 g. Para os ensaios da SuSy e das invertases
soluveis acida e neutra, o sobrenadante foi dialisado a
4 °C contra o mesmo tampao de extragdo por 4 horas,
com trocas de tampao em intervalos de uma hora. Para
o ensaio da invertase insolivel de parede celular, o
precipitado da centrifugacio foi lavado trés vezes com
tampao acetato de sédio 50 mM pH 4.,6.

A atividade da SuSy foi determinada no sentido
de sintese de sacarose, segundo as etapas a seguir:

I - Ensaio da SuSy: 300 uL de extrato enzimatico,
300 uL de tampao de ensaio contendo tampao Tris-
HCI 25 mM pH 7.5, 40 mM MgCl,, 30 mM frutose
e 20 mM UDP-glucose . A mistura foi incubada a 30
°C por 20 minutos.

I — Hidrdlise da sacarose formada: foram
adicionados a mistura resultante da etapa anterior 50
uL de 4cido acético 500 mM, e 150 uL de invertase
(Sigma 852 unidades mL"). A mistura foi incubada a
30 °C por 10 minutos.

IIT — Dosagem de glucose livre: apds a incubagdo
com invertase, a glucose livre foi quantificada pela
adicdo de 100 uL de tampao Tris HC1 1,0 M pH 80 e
600 uL de solugcdo de dosagem de glucose (LabTest).
Nesta etapa, a mistura foi incubada por mais 10 minutos
a 30 °C. A absorbancia foi determinada a 505 nm.

Condicdes de ensaio de invertase neutra: a
mistura de 200 ul. de extrato enzimético ¢ 80 uL
de sacarose 600 mM, foi incubada a 30 °C por 20
minutos, e a seguir fervido por dois min. A glucose
livre foi quantificada como descrito acima.

Condicdes de ensaio de invertase dcida: mistura
200 uL de extrato enzimético, 10 uL. de 4cido acético
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50 mM e 80 uL de sacarose 600 mM, incubada a 30
°C por 20 min., e a seguir fervida por dois min. Logo
apos foi adicionado 40 uL de tampao Tris 100 mM
pH 8.0 para a quantificacdo de glucose, conforme
descrito acima.

Condigdes de ensaio de invertase insoldvel: mistura
de 75 mg de precipitado ja lavado, 250 uLL de tampao
acetato de sédio 50 mM pH 4.6 e 80 uL sacarose 600
mM, foi incubada a 30 °C por 20 min, e a seguir fervida
por dois minutos. Apds centrifugacdo (pulso de 13.000
2), 250 uL de sobrenadante foram adicionados a 625
uL de tampao Tris 100 mM pH 8,0 para a quantificagdo
de glucose, como descrito acima.

As andlises estatisticas foram determinadas pela
andlise de variancia (ANOVA) utilizando o Winstat
para Excel. O teste de diferenca entre as médias foi
o “least significant diferences” (LSD) com nivel de
significanciade 5 %.

Resultados e Discussao

Os resultados de variacdo de massa (figura
1) mostram que na luz, o eixo embriondrio se
desenvolveu tanto na presenca quanto na auséncia
do endosperma. A massa fresca aumenta inicialmente
devido a embebicdo (figura 1A), enquanto a massa
seca aumenta somente a partir do 15¢ dia (figura
1B). A diferenca entre a massa seca do eixo com
e sem endosperma foi constante, em torno de 70
miligramas, indicando que essa seria a diferenca de
massa absorvida a partir do endosperma (figura 1B).

A massa seca das plantulas intactas crescidas
no escuro permaneceu constante até o 15¢ dia.
Embora a morfologia dessas plantulas crescidas no
escuro seja bastante distinta daquelas crescidas na
luz devido ao estiolamento, as massas secas entre os
dois tratamentos foram préximas. Somente a partir do
15° dia, a massa seca das plantulas crescidas na luz
comecou a aumentar devido a fotossintese enquanto a
massa seca da plantula crescida no escuro apresentou
leve queda. As plantulas sem endosperma cultivadas
no escuro nio sobreviveram além do 9° dia, e as
plantulas intactas mantidas no escuro sobreviveram até
0 25° dia, embora entre o 15% e 0 25° dia, as plantulas
tenham mostrado queda na massa fresca, sugerindo
que elas ndo estavam vigorosas e provavelmente niao
sobreviveriam além desta data. Essa diferenca na
sobrevivéncia de plantulas com e sem endosperma,
crescidas no escuro, mostra a importancia das reservas
de galactomanano na estratégia de desenvolvimento da
plantula em condi¢des ndo 6timas de crescimento.

Reid & Bewley (1979) j4 haviam observado
que apenas no escuro a reserva de galactomanano
de sementes de Trigonella foenum-graecum L. é
importante para o estabelecimento do embrido. Mas
mesmo na presenga de luz, o galactomanano teria
uma importante fungdo na embebicdo da semente e
protecao contra a dessecacdo, ja sugerindo um carater
multifuncional para o polissacarideo (Buckeridge &
Reid 1996, Buckeridge et al. 2000). Ou seja, mesmo na
presenga de luz, o polissacarideo seria importante no
estabelecimento do embrido em outros aspectos além
dareserva de carbono como, por exemplo, na absor¢ao
de 4gua, uma vez que se trata de uma camada muito
hidrofilica que envolve o embrido. Nas condi¢des
utilizadas neste experimento, apenas a funcdo de
reserva foi avaliada.

Quando as plantulas com sete dias foram
incubadas na presenca de sacarose marcada (figura
2A-B), foi possivel observar marcacdo em toda
a plantula, embora a marcac¢do tenha sido mais
intensa na raiz. Por ndo existir conexdo vascular
entre cotilédones e endosperma, toda a transferéncia
de carbono entre essas duas partes da semente tem
necessariamente que ocorrer por exudacao dos
carboidratos para o meio por parte do endosperma
e absor¢do pelo embrido (Zambou & Spyropoulos
1990). Nossos resultados mostram claramente que o
embrido possui capacidade de absorver carboidratos do
meio, nao apenas na forma de produtos de degradagao
de galactomanano (Bewley & Black 1978), mas
também na forma de sacarose, o que é importante
uma vez que a concentragdo de sacarose aumenta
durante a degradagdo do galactomanano (Reid 1971,
Buckeridge & Dietrich 1996). Por ficar em contato
intimo com o endosperma durante a mobilizagdo
do galactomanano, acreditava-se que os cotilédones
seriam os responsdveis pela absorcdo dos produtos
de degradagdo do endosperma (Reid 1971). Pelo
modelo proposto (Bewley & Black 1978, Zambou
& Spyropoulos 1990, Buckeridge et al. 2000), os
cotilédones seriam os Orgdos responsaveis pela
absorcdo dos carboidratos devido a sua proximidade
com a fonte de carbono (endosperma). A figura 2B,
no entanto, mostra uma grande incorporacdo de
radioatividade na raiz além da incorporacdo esperada
nos cotilédones, o que sugere uma alta atividade de
assimilacdo de carboidratos também por esse 6rgdo.
Alternativamente, a sacarose poderia ser assimilada
pelos cotilédones e transportada para a raiz, por esta
dltima ser uma drea com alta taxa de crescimento.
No momento, ndo é possivel distinguir entre as duas



FR.D. Molle & M.A.S. Tiné: Catabolismo de sacarose em Sesbania virgata 263

QUJ u.l;
(=) O
! |

Massa fresca (g)
N
=}

1,0 -
0,0 | | | | |
0 5 10 15 20 25
Dias ap6s embebigao
0,4 - B
B
0,3 -

Massa seca (g)
o
o

=
—
!

0 5 10 15 20 25
Dias ap6s embebicao

=
e

Figura 1. Massa das plantulas de Sesbania virgata durante a fase inicial de desenvolvimento. A = Massa fresca. B = Massa seca. @ =
escuro sem endosperma, O = luz sem endosperma, B = escuro com endosperma e [1 = luz com endosperma (n = 5).

Figure 1. Weight of the Sesbania virgata plantlets in the first developmental stages. A = Fresh weight. B = Dry weight. @ = grown in
the dark without endorperm, O = grown in the light without endosperm, B = grown in the dark with endorperm, 00 = grown in the light
with endosperm (n = 5).
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Figura 2. Plantulas de Sesbania virgata ap6s tratamento com solucio de [*C]sacarose. A. Imagem da plintula seca apGs a incubagiio em
solucdo de ['*C]sacarose. B. Auto-radiografia da plantula mostrada em “A”. Note a forte marcagéo da raiz e dos cotilédones. C. Imagem
da plantula seca apés injegdo da solucdo de ['*C]sacarose em um dos cotilédones. A seta indica o cotilédone onde a ['*C]sacarose foi
injetada. D. Auto-radiografia da plantula mostrada em “C”. Note a forte marcaco onde a ['*C]sacarose foi injetada e a auséncia de mar-
cagdo no outro cotilédone. E. Detalhe de “D” mostrando a forte marcagdo no cotilédone tratado, na folha em expansdo e no meristema
apical. F. Detalhe de “D” mostrando a forte marcac@o nas dreas de crescimento da raiz.

Figure 2. Plantlets of Sesbania virgata after treatment with a ['*C] sucrose solution. A. Image of the dry plantlet after incubation in the
radio labeled sucrose solution. B. Autoradiography of the plantlet shown in “A”. Note the strong labeling in the roots and in the cotyledons.
C. Image of the dried plant after injection of the [*C] sucrose solution in one of the cotyledons. The arrow shows the injection site. D.
Autoradiography of the plantlet shown in “C”. There is a strong labeling in the [**C] sucrose injection site and absence of signal in the
other cotyledon. E. Detail of “D’ showing the strong labeling in the injected cotyledon, in the expanding leaf and in the apical meristem.
F. Detail of “D” showing the strong labeling in the growing areas of the root.
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alternativas, pois seria necessdrio um estudo de
cinética de absorcao.

Apés 15 dias de crescimento, as plantulas ja
completaram sua transicdo autotrofia-heterotrofia
e ja estdo estabelecidas em vaso com cotilédones
fotossinteticamente ativos. A inje¢do de sacarose
radioativamente marcada em um dos cotilédones
(figuras 2C-F) mostrou que as partes da planta em
crescimento sdo os principais drenos. O cotilédone
tratado, evidentemente, apresenta uma grande
marcacdo, enquanto que o cotilédone nao tratado ndo
aparece na auto-radiografia (figura 2D). A auséncia
de marcacdo nesse caso e o fato da fotossintese
ja ser funcional nos cotilédones neste estddio de
desenvolvimento, sugere que o Orgdo se apresenta
exclusivamente como um exportador de sacarose.
Embora trés plantulas tenham sido utilizadas, apenas
uma representativa das demais € mostrada na figura
2. Os resultados também sugerem que 0s principais
drenos sdo a folha em expansdo e o meristema
apical (figura 2E) e as raizes em crescimento (note a
marcacdo nas regides mais novas da raiz, figura 2F).

Diante da importancia da sacarose nas relacdes
fonte e dreno durante a mobilizag¢ao do galactomanano,
foi analisada a variag@o da atividade das enzimas de
metabolismo de sacarose ao longo do quarto dia apds
embebicio, que corresponde ao auge da mobilizacdo
do polissacarideo (figura 3). Quanto a SuSy, a
maior atividade foi encontrada nos cotilédones, que
permaneceu relativamente constante ao longo do dia,
diferentemente do observado no eixo embriondrio
e no endosperma. Ao meio dia, houve uma queda
na atividade no endosperma, concomitante com um
aumento no eixo embriondrio. Entre as atividades
quantificadas, a SuSy foi a enzima com maior
diferenca entre a fonte de sacarose (endosperma) e
o dreno (cotilédones). A julgar pela correlacdo entre
as enzimas, € possivel supor que esta enzima seja
um elemento chave no fluxo de carbono dentro da
planta.

Ainvertase insoltiivel apresentou a atividade mais
alta de hidrélise de sacarose entre todas as atividades
quantificadas. Também neste caso nao houve varia¢io
na atividade dos cotilédones ao longo do dia e o eixo
embriondrio e o endosperma apresentaram a mesma
variacdo (uma queda na atividade ao meio dia seguido
de um aumento no fim da tarde). A invertase dcida
(vacuolar) também ndo apresentou variacdo da sua
atividade nos cotilédones, mas houve uma queda
da atividade no endosperma e no eixo a partir das
6 horas da manha, quando as luzes da camara de

crescimento foram acesas. A invertase neutra solivel
(citoplasmdtica) apresentou as menores atividades
entre as isoformas sendo a atividade no endosperma a
mais baixa. Nao houve variagcao na atividade ao longo
do dia nos cotilédones, mas neste caso também houve
uma queda na atividade no endosperma a partir das
6 horas, assim como uma queda na atividade no eixo
ao meio dia.

Embora os cotilédones sejam folhas modificadas e,
no caso de Sesbania virgata, estejam se desenvolvendo
para se tornarem 6rgaos fotossintéticos, eles ainda ndo
respondem a luz como esperado, pois nao hé variagio
nas atividades das enzimas do catabolismo de sacarose
como aconteceria em um tecido fotossintetizante
(Rascher et al. 2001, Smith & Stitt 2007). J4 no
endosperma, que é um 6rgdo senescente e funciona
exclusivamente como uma fonte de carboidratos, as
atividades variaram, com tendéncia de atividades mais
altas durante a noite. O eixo embriondrio, 6rgdo com
maior taxa de crescimento, apresentou variagdes com
um padrdo mais complexo, com tendéncia de maior
atividade das isoformas de invertase durante a noite,
enquanto a SuSy apresenta um pico de atividade ao
meio-dia.

O fato dos padrdes de variagcdo das atividades
serem distintos sugere que as enzimas estao associadas
a processos fisioldgicos diferentes e independentes,
embora todos tenham a sacarose como substrato em
comum. A compartimentalizacdo do substrato é um
elemento fundamental nessa multifuncionalidade das
enzimas (Sturm 1999). Essas enzimas sao importantes
em diferentes aspectos do metabolismo de sacarose
além das relacdes de fonte e dreno como regulacio
osmotica e crescimento celular (Sturm & Tang 1999).
Além disso, ao considerarmos que os carboidratos
atuam ndo apenas como substrato para o metabolismo,
mas também como moléculas sinalizadoras afetando
a expressao de diversos genes (Rolland ef al. 2002,
Bléssing et al. 2005), a importancia da atividade de
enzimas do catabolismo de sacarose pode ser estendida
a diversos outros processos por possibilitar a alteracio
das concentragdes locais de carboidratos.

Cada uma das isoformas da invertase localiza-se
em diferentes compartimentos celulares e a sacarose
nesses compartimentos pode ter funcdes distintas. O
vactolo, por exemplo, € um importante elemento tanto
no armazenamento quanto na compartimentalizagcao
dos produtos de degradacdo, sendo essencial nos ciclos
de sintese e degradagdo da sacarose que ocorrem
nas células (“ciclos futeis”, Nguyen-Quoc & Foyer
2001). A existéncia de diferentes tipos de vactolos é



266 Hoehnea 36(2): 259-268, 3 fig., 2009

Endosperma
4 A
>
n
72 |
a ab b ab
0/ —
0 10 20
10 D
©
>
=
e a
é’S . a
>
RS ab
0 b
0 10 20
6 G
S 4
2 %\\L/v
=
£ 2 A
b b
0
0 10 20
3 T J
o]
£21
()
A
Zl .
b b b
0 ‘ |
0 10 20
Tempo (h)

Figura 3. Atividade das enzimas do metabolismo de sacarose nos 6rgdos de plantulas de Sesbania virgata ao longo do quarto dia apds a
embebicdo. A, D, G,J =endosperma; B, E, H, K = cotilédone; C, F, I, L = eixo embriondrio; A, B, C = sacarose sintase (ug sacarose min-
¢! de massa fresca); D, E, F = invertase insoliivel (ug glucose min' g™ de massa fresca); G, H, I = invertase soliivel 4cida (ug glucose
min ¢! de massa fresca); J, K, L = invertase soltivel neutra (ug glucose min' ¢! de massa fresca). Barras verticais representam desvio
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padrdo da média. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (p = 0,05) (n = 3).

Figure 3. Activity of the sucrose metabolism enzymes in the parts of the Sesbania virgata plantlet along the fourth day after imbibition.
A, D, G,J =endosperm; B, E, H, K = cotyledon; C, F, I, L = embrionary axis; A, B, C = sucrose synthase (ug sucrose min’! g’1 fresh
weight); D, E, F = insoluble invertase (ug glucose min™' g! fresh weight); G, H, I, = acidic soluble invertase (ug glucose min™' g! fresh
weight); J, K, L = neutral soluble invertase (ug glucose min™! g™! fresh weight). Vertical bars represent the standard deviation of the aver-

age. Different letters indicate statistically significant differences (p = 0.05) (n=3).
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evidenciada por diferentes isoformas de proteinas do
tonoplasto, que podem ser utilizadas como marcadores
de funcdo desses vacuolos (Jauh et al. 1999).

Neste trabalho, as plantulas crescidas na luz ndo
foram submetidas a uma condicdo de competi¢do.
Nestas condi¢cdes, ambos os tratamentos de luz
produziram plantulas vidveis. A diferenca constante
de massa entre os tratamentos de luz com e sem
endosperma, no entanto, indica que as plantulas que
tiveram acesso ao polissacarideo de reserva possuem
uma vantagem de crescimento em uma eventual
situacdo de competicdo. As diferencas nas condic¢des
iniciais de crescimento podem gerar plantulas com
desempenho inicial muito distinto, o que poderia levar
as taxas de sobrevivéncia e estabelecimento diferentes.
Considerando que a germinagdo e estabelecimento
das plantulas € a etapa mais critica do ciclo de vida
(por ser a etapa de maior mortalidade), fica evidente
o valor adaptativo da reserva e a importancia do
galactomanano na estratégia de vida da espécie.

Embora os efeitos da mobilizacdo do
galactomanano sejam percebidos no crescimento
da plantula até depois de 25 dias, o processo de
degradacdo das reservas acaba no quinto dia, sendo
que o seu auge ocorre apds quatro dias de embebicdo
(Buckeridge & Dietrich 1996). O estudo das relagdes
fonte e dreno durante a degradacio do galactomanano
¢é essencial para a compreensdo da importancia das
reservas na estratégia de sobrevivéncia da plantula, e
o metabolismo de sacarose € uma peca chave nessas
relacoes.
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