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RESUMO

Vicilinas s&o proteinas de reserva de sementes classificadas como
globulinas 7s que séo utilizadas durante o desenvolvimento pds-germinativo
para a diferenciacao dos tecidos e 6rgaos da nova planta. Entretanto proteinas
do tipo vicilinas com habilidade diferencial de ligacdo a sacarose tém sido
relatadas como envolvidas na mediacdo da absorcdo de sacarose pelas
sementes em desenvolvimento. Globulinas 7s que se ligam a insulina tém
também sido registradas em plantas e podem estar relacionadas a um
mecanismo regulatério em plantas semelhante ao desencadeado por insulina,
em animais. Neste trabalho ndés mostramos a presenca de vicilinas que se
ligam a insulina no tegumento de sementes de canavalia ensiformis, as quais
foram imunologicamente similares a vicilina de epace 10. Vicilinas que se ligam
a insulina foram capazes de acelerar o desenvolvimento de plantulas de c.
Ensiformis causando um aumento de tamanho e massa das radiculas e
epicotilos apdés 120h de embebicdo. Nos cotilédones e epicdtilos tratados com
vicilinas que se ligam a insulina foi observado um aumento na concentragéo de
proteinas soltveis. O tratamento também aumentou os niveis de vicilinas nos
cotilédones e de glicose nas radiculas e epicotilos. Os niveis de amido
diminuiram com o tratamento nos cotilédones e aumentaram nas radiculas. A
atividade a-amilasica aumentou nos cotilédones submetidos ao tratamento.
Antigenos do tipo livu foram detectados em todos os tecidos de plantulas de c.
Ensiformis, com as mais altas concentragdes em tegumentos. Além disso,
esses antigenos foram detectados por imunohistoquimica em tecidos de
radiculas germinadas por 120 h, sendo observados em estruturas
citoplasmaticas circulares. Estes resultados reforcam a idéia de multiplas
funcbes para algumas proteinas do tipo vicilinas, muito alem de um simples

papel de proteina de reserva.
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ABSTRACT

Vicilins are seed storage proteins classified as 7s globulins which are
utilized during post germination development for the differentiation of tissues
and organs of the new plant. However vicilin-like proteins with the differential
ability of binding to sucrose have been shown to function in the mediation of
sucrose uptake by developing seeds. Plant insulin-binding 7s globulins have
been studied and could be involved in an insulin-like regulatory mechanism in
plants. In this work we show the presence of insulin-binding vicilins in canavalia
ensiformis (l.) Seed coat which were immunologically similar to epace 10
vicilins. Insulin-binding vicilins were able to accelerate c. Ensiformis seedling
development causing an increase in both radicle and epicotyl lengths and
weights, after 120 h of imbibition. In cotyledons and epicotyls treated with
insulin-binding vicilins it was observed an increase in the concentration of
soluble proteins. The treatment also increased the levels of vicilins in
cotyledons and of glucose in radicles and epicotyls. The levels of starch
decreased with the treatment in cotyledons and increased in radicles. A-
amylase activity increased in cotyledons submitted to the treatment. Livu-like
antigens were detected in all tissues of c. Ensiformis seedlings, and higher
concentrations were found in seed coats. These antigens were also detected by
optical microscopy in 120 h imbibed radicle cells, being observed in circular
cytoplasmic structures. These results reinforce the idea of multiple functions for

some vicilin-like proteins, far beyond a simple role of seed storage proteins.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - SEMENTES DE PLANTAS

A semente é o 6rgao reprodutor das plantas responsavel pela
perpetuacdo da espécie e carrega, por isso, toda a informacédo genética
necessdaria para a formagdo de um novo individuo (Xavier-Filho, 1993). O
principal fator para o sucesso das sementes, no ambiente, € a presenca de
reservas nutritivas, as quais sao responsaveis por sustentarem uma jovem
planta nos seus primeiros estagios de desenvolvimento, até que esta seja
capaz de tornar-se auto-sustentavel, capaz de utilizar a luz solar para a
realizacdo do processo de fotossintese (Bewley & Black, 1994).

1.1.1 - ESTRUTURA DE SEMENTES

As sementes sao formadas basicamente por trés tecidos: o eixo
embriondrio, o tecido de reserva e o tegumento. O tecido meristematico ou eixo
embrionario promove o desenvolvimento dos eixos no sentido da raiz e do
caule. O tecido de reserva é formado pelo endosperma, pelo(s) cotilédone(s) e
em alguns casos pelo perisperma. Este tipo de tecido é caracterizado por ser
especialmente rico em trés grupos de substancias: proteinas, carboidratos e
lipideos. Finalmente h4 o tecido de revestimento, também conhecido como
tegumento (Copeland, 1980, apud Oliveira, 2001).

1.1.1.1 - O TEGUMENTO

Todas as sementes estdo recobertas por uma capa, o envoltério seminal
ou envoltério da semente, que se desenvolve a partir do(s) integumento(s) do
ovulo e fornece protecdo ao embrido. Essa estrutura nas sementes secas é
denominada tegumento, sendo comumente mais fina que o(s) integumento(s)
do qual se formou (Raven et al., 1999; Esau, 1998).

A casca é a estrutura externa que delimita a semente. Pode ser
constituida apenas pelo tegumento, porém em certos casos, também pelo
pericarpo que é originario da parede do ovario. Em algumas espécies este
pericarpo se desenvolve intimamente ligado ao tegumento, sendo dificil
identificar os limites de cada tecido (Carvalho & Nakagawa, 1983). Dos dois

integumentos do évulo, o interno desaparece durante a ontogénese, enquanto
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o externo se diferencia em diversas camadas. A epiderme, que € a camada
externa, permanece unisseriada e origina a camada palissadica caracteristica
das sementes das leguminosas (Carvalho & Nakagawa, 1983).

O tegumento é considerado de grande importancia para a semente,
devido a sua funcado de protecdo ao embrido em relacdo ao seu ambiente
externo. A protecao exercida pelo tegumento pode ser explicada pela presenca
de uma cuticula externa ou interna, freqientemente impregnada com ceras e
Oleos. Camadas de células contendo cristais (oxalato de célcio) ocorrem no
tegumento de muitas espécies, bem como compostos do metabolismo
secundario (Bewley & Black, 1994) e proteinas toxicas (Oliveira et al., 1999a;
Moraes et al., 2000; Silva et al., 2004), reforcando o seu papel de protecao.

1.2 - GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO POS-GERMINATIVO

A germinacao é o processo que abrange eventos que sao iniciados com a
tomada de agua pela semente seca e termina com a elongagdo do eixo
embrionario. O sinal visivel de que a germinacao esta completa €, usualmente,
a penetracdo da radicula nas estruturas ao redor do embrido. Eventos
subsequentes, incluindo a mobilizacdo de reservas de armazenamento, estao

associados com o crescimento e desenvolvimento da plantula (Bewley, 1997).

1.2.1 - EMBEBICAO E RETOMADA DO METABOLISMO

A tomada de agua pela semente madura é dividida em trés fases: A inicial
€ caracterizada por uma rapida tomada de agua (fase |), seguida por uma fase
de estabilizacao (fase Il). Posteriormente, somente ap6s a germinagao estar
completa, ocorre uma nova tomada de agua (fase lll). Sementes dormentes
nao completam a germinacao, consequentemente, estas ndo entram na fase lll
(Bewley, 1997). O influxo de agua das células da semente seca durante a fase
| resulta em alteragdes estruturais temporais, particularmente nas membranas,
culminando num imediato e rapido vazamento de solutos e de metabdlitos de
baixo peso molecular. Dentro de pouco tempo apdés a re-hidratacao, as
membranas retornam a sua configuracédo estavel (Bewley, 1997).

ApGs o inicio da embebicdo, a semente seca rapidamente reassume as
suas atividades metabdlicas. As estruturas e enzimas necessarias para essa

retomada inicial de atividade ja estdo presentes na semente seca (Bewley,
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1997). Uma das primeiras mudancas apdés a embebicdo € a retomada da
atividade respiratéria, que pode ser detectada em poucos minutos.
Posteriormente, inicia-se a segunda fase, que é caracterizada por um declinio
nessa atividade até que a radicula penetre as estruturas ao redor, quando
ocorre um novo aumento da atividade respiratéria (Botha et al., 1992; Bewley &
Black, 1994). A ativacao da via glicolitica, da via das pentoses fosfato, bem
como a ativacao das enzimas do ciclo de Krebs ocorre na fase | de absorcao
de agua (Nicolas & Aldasoro, 1979; Salon et al., 1988).

E sabido que tecidos de sementes quiescentes contém mitocondrias, e
embora estas organelas sejam pobremente diferenciadas como consequéncia
da maturacao, elas contém enzimas suficientes do ciclo de Krebs e oxidases
que providenciam uma quantidade adequada de ATP para suportar o
metabolismo por véarias horas apds o inicio da embebicdo (Ehrenshaft &
Brambi, 1990; Attucci et al., 1991).

Durante a germinacdo ha o aparecimento de dois padrbes distintos de
desenvolvimento de mitocéndrias. Estes padrdes, que sao observados em
cotilédones, dependem das reservas estocadas na semente. Em sementes que
armazenam amido, o reparo e ativagdo de pré-plastideos pré-existentes sao
predominantes, no entanto, em sementes que armazenam Oleos, ha uma
producdo de novas mitocéndrias (Morohashi & Bewley, 1980; Morohashi,
1986). Estas observacdées implicam em uma coordenada regulacdo da
expressao dos genomas nucleares e mitocondriais em plantas, iniciada durante

0s primeiros estagios da germinacao (Bewley, 1997).

1.2.2 - SINTESE DE PROTEINAS DURANTE A GERMINAGAO E
DESENVOLVIMENTO POS-GERMINATIVO

Duas discretas fases na sintese e reparo de DNA ocorrem nas células da
radicula apds o inicio da embebicdo. A primeira fase € iniciada tdo logo se
inicia a embebicao e provavelmente envolve o reparo de danos causados ao
DNA durante a maturagéao, secagem e re-hidratacdo, bem como a sintese de
DNA mitocondrial. A segunda fase estd associada com a sintese de DNA
associado com divisées celulares pds-germinativas (Zlatnova et al., 1987;
Osborne & Boubriak, 1994; Bewley, 1997).
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Foi demonstrado que moléculas de RNA mensageiro estdo presentes
dentro do embrido quiescente, dentre elas, alguns mRNAs residuais, cuja
funcdo esta associada com processos de desenvolvimento da semente, e
outros mMRNAs, cujos produtos tém funcdes associadas com os estagios iniciais
da germinacao (Comai & Harada, 1990; Lane, 1991). Acredita-se que as
proteinas codificadas por esses mRNAs residuais sdo importantes durante o
processo de maturacdo e desidratacdo da semente, dentre estas, podemos
citar as proteinas LEAs (“late-embryogeneses abundant”), que protegem as
membranas durante a desidratacdo e podem ser rapidamente degradadas
apds a embebicédo (Jiang & Kermode, 1994; Han et al., 1996, Hong-Bo et al.,
2005). Proteinas LEAs estao presentes nas sementes de plantas superiores.
Estas também sao encontradas em plantulas, raizes e outros 6rgaos da planta
(Chen et al., 2002), estando principalmente localizadas no citoplasma e regides
nucleares (Zhang et al., 2002; Chen et al., 2002). Em plantulas de algodao
submetidas a estresses (hidrico e altas temperaturas) levaram ao acumulo de
mRNAs para proteinas LEAs (Li et al., 1998; Wisniewski & Zagdanska, 2001;
Yang et al., 2002; Chen et al., 2002; Jiang & Huang, 2002). Zhang et al. (2002)
demonstraram que a expressao de genes para proteinas LEAs é induzida por
diferentes tipos de estresses, provavelmente com o intuito de manter o
metabolismo normal de plantas superiores sob condigdes severas. Novos
MRNAs sdo transcritos durante os processos germinativos, a maioria destes,
provavelmente, codifica para proteinas essenciais para o0 suporte do
metabolismo celular normal (Bewley & Marcus, 1990).

1.2.3 - EMERGENCIA DA RADICULA E TERMINO DA GERMINACAO

Com poucas excecdes, a emergéncia da radicula através das estruturas
ao redor do embrido é o evento que termina a germinacao e marca o inicio do
desenvolvimento da plantula. Esta emergéncia, resultante do elongamento de
tecidos radiculares, pode ou ndo ser acompanhada por divisdes celulares. Trés
possiveis mecanismos para o inicio do crescimento da radicula. A primeira
possibilidade € que, durante a germinacao, o potencial osmético das células da
radicula torna-se mais negativo devido a acumulacao de solutos, talvez como
resultado da hidrélise de reservas poliméricas presentes dentro das células da

radicula. A diminuicdo do potencial osmético leva ao aumento da tomada de
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agua, e resulta no aumento do turgor, levando a extensao celular. No entanto,
ndo ha evidencias consistentes para esta mudanga no potencial osmético
durante a germinacao (Welbaum & Bradford, 1990; Bradford, 1995).

A segunda possibilidade é que a extensibilidade da parede celular da
radicula permita o seu crescimento. No entanto, 0 mecanismo pelo qual as
células da radicula iniciam a sua extensibilidade diferencial ainda ndo é
conhecido. O afrouxamento da parede celular pode resultar da clivagem e
rearranjo de moléculas de xiloglucanos, que amarram as microfibrilas de
celulose adjacentes. (Wu et al., 1994). Uma candidata alternativa para causa
do afrouxamento da parede celular seria a acdo de proteinas chamadas de
expansinas, que tém habilidades para romper pontes de hidrogénio entre
polimeros da parede celular. Expansinas tém sido fortemente implicadas na
expansao de hipocétilos de pepinos (McQueen-Mason & Cosgrove, 1995).

A terceira possibilidade € o enfraquecimento dos tecidos da extremidade
ao redor da radicula. O declinio da resisténcia é provavelmente devido a agao
de enzimas do tipo hidrolases, tais como hemicelulases, produzidas e
secretadas pelo endosperma adjacente (Bewley, 1997).

1.3 - RESERVAS ENERGETICAS USADAS DURANTE A GERMINACAO E O
DESENVOLVIMENTO POS-GERMINATIVO

1.3.1 - PROTEINAS DE RESERVA

As sementes acumulam reservas durante o seu desenvolvimento e para
muitos tipos de sementes a maior parte dessas reservas é constituida de
proteinas (Shewry & Casey, 1999 apud Mintz et al., 2001), tais como as
globulinas, que predominam nas sementes de dicotileddneas, ou as prolaminas
que sao as principais proteinas de armazenamento em cereais. O acumulo de
proteinas de reserva inicia-se durante os periodos medianos e tardios dos
estagios de maturacdo, quando o preenchimento da semente é responsavel
pelo declinio dos niveis de nitrogénio da planta mae (Mintz et al., 2001). Essas
reservas sao depositadas em compartimentos membranosos denominados
corpos protéicos, que sao originados diretamente do reticulo endoplasmatico,
como ocorre em milho e na maioria das espécies (Miintz, 1998). Durante esse

periodo de deposicdo, a degradacdo e a renovagao protéicas sao
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insignificantes, indicando que as proteinas estdo protegidas contra o ataque
proteolitico (Madison et al., 1981).

A mobilizacdo de proteinas armazenadas € observada em sementes de
plantas cultivadas tais como graos, legumes e cereais. E observado que nos
cotilédones das dicotiledéneas e no endosperma de cereais, a mobilizacao de
proteinas armazenadas somente torna-se mensuravel apdés a emergéncia da
radicula, sendo desta forma um evento predominantemente pds-germinativo.
Precursores inativos de proteinases sao sintetizados no reticulo
endoplasmatico rugoso e transportados através de um sistema de
endomembranas para corpos protéicos onde ocorrera a ativacdo enzimatica
dos zimogénios e a quebra das proteinas de reserva € iniciada (Wilson, 1986
apud Mintz et al.,, 2001; Shutov & Vaintraub, 1987; Bewley & Black, 1994;
Miintz, 1996).

Proteinas sdo armazenadas para posterior mobilizagdo ndo sé em tecidos
de reserva especificos como cotilédones e endosperma, mas também no eixo
embrionario, tais como radicula, epicétilo e hipocotilo (Tiedemann et al., 2000).
A mobilizagdo protéica nesses tecidos nao é iniciada em todas as regides
simultaneamente; pequenas quantidades dessas proteinas armazenadas sao
mobilizadas em regides limitadas durante a germinagcdo (Smith, 1981, citado
em Mulntz et al., 2001). Nao é bem conhecido se a mobilizacdo de proteinas
armazenadas no eixo embrionario € mediada pela sintese de novo de
proteinases ou por proteinases ja armazenadas. No entanto, € bem conhecido
que a biossintese de proteinas durante a germinacao no eixo e nos tecidos de
reserva depe