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1. RESUMO 

Sementes de Solanum lycocarpum, lobeira, apresentam resistência 

mecânica ao crescimento do embrião causada por polissacarídeos da parede celular 

presentes no endosperma micropilar. Para que a germinação ocorra é necessário que haja a 

hidrólise desses polissacarídeos para promover enfraquecimento do endosperma, 

permitindo crescimento do embrião. Assim, enzimas associadas com o crescimento do 

embrião e enfraquecimento do endosperma podem ser importantes durante a germinação.  

O condicionamento fisiológico é uma técnica que aumenta a velocidade e a uniformidade 

da germinação e promove a superação da dormência de algumas espécies. Logo, o objetivo 

deste estudo foi avaliar o efeito do hidrocondicionamento na qualidade fisiológica das 

sementes e estudar a expressão de genes associados com o crescimento do embrião e 

degradação do endosperma micropilar em sementes de Solanum lycocarpum. As sementes 

de lobeira foram submetidas ao hidrocondicionamento e condicionamento com PEG (-0,2 

MPa) e avaliadas com relação a sua qualidade fisiológica, determinando-se; porcentagem 

de germinação, índice de velocidade de germinação (IVG), tempo médio de germinação e  

frequência relativa da germinação. A expressão gênica foi realizada usando a técnica de 

PCR em tempo real. Para isso, o RNA foi extraído e cDNA foi confeccionado. Os genes 

estudados no embrião foram expansina (EXP8 e EXP10), α-galactosidase (LeaGal) e 

poligalacturonase(XOPG1), e no endosperma micropilar foram a  α-galactosidase 

(LeaGal), β-manosidase (LeMside1), endo-β-mananase (LeMAN2) e poligalacturonase 
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(XOPG1). A maior velocidade, menor tempo médio e a maior sincronização da germinação 

das sementes hidrocondicionadas coincidem com o pico de expressão dos genes estudados 

na região micropilar e no embrião no quinto dia de embebição.  

 

PALAVRAS-CHAVES: dormência, crescimento do embrião, enfraquecimento do 

endosperma.  
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Expression of genes in seeds of Solanum lycocarpum L. subjected to priming. Botucatu, 

2014. 61p. Dissertação (Mestrado em Agronomia/Agricultura) - Faculdade de Ciências 

Agronômicas, Universidade Estadual Paulista.  

Autor: BRUNA LUIZA DE SOUZA 

Orientador: EDVALDO APARECIDO AMARAL DA SILVA 

2. ABSTRACT 

Priming is a technique that increases the speed and uniformity of germination and 

promotes the break of dormancy in some species. Therefore, the aim of this study was to 

evaluate the effect of priming on seed quality and to study the expression of genes 

associated with embryo growth and degradation of the micropylar endosperm of seeds of 

Solanum lycocarpum. The seeds were subjected hydropriming and osmoprimig 

conditioning with PEG (-0.2 MPa ). There were evaluated the germination percentage, the 

germination speed index (GSI ), the average time to germination and relative frequency of 

germination. The gene expression was performed using the real-time PCR technique. For 

this, RNA was extracted and cDNA synthesis was performed. The genes studied in the 

embryo were expansins (EXP8 and EXP10 ), α-galactosidase (LeaGal) and 

polygalacturonase ( XOPG1 ), and in the micropylar endosperm were α - 

galactosidase(LeaGal), β- mannosidase (LeMside1) , endo-β- mannanase ( LeMAN2 ) and 

polygalacturonase(XOPG1). The highest speed, lowest average time to germination and 

higher synchronization of germination coincided with the peak of expression of the genes 

studied in the micropylar region and the embryo at five days of imbibition. 

KEYWORDS: dormancy, embryo growth and endosperm weakening. 
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3. INTRODUÇÃO 

Solanum lycocarpum L., conhecida como lobeira pertencente à 

família Solanaceae e está presente no bioma do Cerrado. O fruto da espécie serve de 

alimento ao lobo guará , sendo utilizado na produção de doces. Além disso, a lobeira é uma 

espécie com alto potencial para recuperação de áreas degradadas, sendo tolerante a solos 

de baixo potencial hídrico. 

As sementes de lobeira têm dormência mecânica, onde os 

polissacarídeos da parede celular do endosperma exercem uma resistência mecânica que 

impedem a expansão do embrião e, consequentemente, a protrusão radicular. O principal 

polissacarídeo responsável pela dureza mecânica do endosperma é o manano ou 

galactomananos que são degradados pela ação das hidrolases como a endo-β-mananase, β-

manosidase e α-galactosidase.  

Pinto et al.(2007) enfatizou que o enfraquecimento do endosperma 

micropilar e crescimento do embrião de lobeira é essencial para que ocorra a germinação. 

A degradação do endosperma micropilar ocorre em dois estágios. Inicialmente, ocorre a 

queda da força de ruptura do endosperma micropilar e aumento da atividade da enzima 

endo-β-mananase. O segundo estágio é influenciado pelo aumento do potencial de pressão 

das células do embrião. 
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 Em sementes de tomate, o enfraquecimento do endosperma 

envolve a síntese de endo-β-mananase que provoca um enfraquecimento parcial do 

endosperma, todavia há a necessidade da ação de outras enzimas (TOOROP et al., 1996; 

BEWLEY, 1997; BRADFORD,1997).  

 Além da ação das hidrolases no endosperma para favorecer a 

germinação, o crescimento do embrião também é importante. Chen e Bradford (2000) 

mostraram em sementes de tomate que expansinas expressas no embrião promovem a 

extensão das células da parede celular da radícula, promovendo o crescimento do embrião. 

O condicionamento fisiológico envolve a embebição de água pela 

semente, sob condições controladas, incentivando o metabolismo das sementes durante a 

fase I e II da embebição, mas impedindo que ocorra a protrusão da raiz primária ( 

BEWLEY e  BLACK, 1982). Sementes quando condicionadas têm a porcentagem e 

velocidade de germinação superior, em comparação com as sementes que não foram 

condicionadas, além de apresentarem maior uniformidade de germinação (MARCOS 

FILHO, 2005). 

Em sementes de lobeira hidrocondicionadas, foi observado 

resultados superiores quanto à velocidade de germinação. Foi visto também que há uma 

diminuição da força de resistência do endosperma micropilar ao alongamento do embrião 

durante a germinação. Além disso, durante o condicionamento e, paralelamente a 

diminuição da força de ruptura, houve aumento da atividade da enzima endo-β-mananase ( 

ANESE et al.,2011). 

Embora alguns estudos mostrem a importância da técnica de 

condicionamento fisiológico na melhoria da qualidade de sementes e a associação com 

eventos bioquímicos, ainda faltam trabalhos em nível molecular, principalmente de genes 

associados com a degradação do endosperma micropilar e com o crescimento do embrião, 

em sementes condicionadas.  

Este trabalhou buscou provar que o condicionamento das sementes 

promove uma melhoria na qualidade das sementes tanto fisiológico como bioquimico. 
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Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do 

condicionamento fisiológico na qualidade fisiológica e por meio da expressão de genes 

associados com o crescimento do embrião e degradação do endosperma micropilar em 

sementes de Solanum lycocarpum. 
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4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

4.1 Solanum lycocarpum St Hill 

Solanum lycocarpum é uma espécie conhecida como fruta do lobo 

ou lobeira, da família das Solanáceas, de porte arbustivo a arbóreo e de ampla distribuição 

no Brasil central, de ocorrência em áreas perturbadas pelo homem e em pastagem 

(CORRÊA, 1984; LORENZI, 2002). A lobeira é o principal item alimentar do logo-guará e 

de outros mamíferos e roedores. A espécie possui potencial medicinal (DALL’ AGONOL 

e VON POSER, 2000; PEREZ, 2006; TIOSSI, 2010) e alimentar, na produção de doces e 

massas (Corrêa, 1984), tendo altos valores nutricionais (JUNIOR et al., 2003). 

A lobeira é uma planta pioneira e potencialmente útil na 

recuperação de áreas degradadas (LORENZI, 2002; SANTOS et al., 2002).Vidal, et 

al.(1999) mostrou que em condições de baixo potencial hídrico, plântulas de Solanum 

lycocarpum investem em crescimento radicular, podendo ser este um mecanismo 

adaptativo, importante em condições adversas. 

As sementes de Solanum lycocarpum quando secas a 8% de 

umidade, apresentam tegumento rígido, coloração marrom-escura, forma achatada, com 

comprimento, largura, e espessura médios de 7 mm, 5,17 mm, 1,78 mm, respectivamente e 

um quilo de sementes tendo em média 35000 unidades. O embrião apresenta forma espiral 
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encaixado no endosperma, os cotilédones localizam-se na parte interna e o hipocótilo e a 

radícula, de forma curvilínea, na parte externa (PINTO, 2007) 

 

Figura 1. Fotos de Solanum lycocarpum mostrando; a) semente inteira, b) embrião , c) 

corte longitudinal, com  setas indicando  o endosperma lateral (EL),  o endosperma 

micropilar (EM) e embrião (E).Barras representam 0,5 mm. 

 

4.2 Dormência Mecânica 

A dormência é a ausência de germinação de uma semente intacta e 

viável, sob condições favoráveis, durante determinado período de tempo (HILHORST, 

1995). 

Sementes de muitas espécies se tornam dormentes durante o 

desenvolvimento na planta-mãe e esta resistência à germinação pode persistir após as 

sementes serem disseminadas. A este fenômeno dá-se o termo “dormência primária”, 
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considerado parte de uma estratégia de sobrevivência em períodos onde as condições não 

são favoráveis (OSBORNE, 1981). 

Marcos Filho (2005) enfatiza que a dormência mecânica é aquela 

onde a expansão do embrião é limitada pela resistência exercida pelo tegumento da 

semente, pelo pericarpo (parede do fruto) ou pelas paredes celulares do tecido de reserva. 

Logo, é necessário um enfraquecimento, degradação dos tecidos do endosperma para que 

ocorra a germinação. Sitrit et al.(1999) afirmou que a penetração da radícula de sementes 

no endosperma é dependente de processos envolvendo perda de coesão de célula e 

penetração dos tecidos existentes. 

Em espécies de Datura SP, solanácea, a dormência é imposta pelos 

tecidos que circundam o embrião, o endosperma, promovendo uma barreira física e 

restringindo o crescimento do embrião. A luz, responsável por promover a germinação em 

algumas espécies de Datura, age promovendo o afrouxamento das células das paredes 

celulares do endosperma (SANCHEZ e MIGUEL, 1985; SANCHEZ et al.,1990). Sanchez 

et al. (1990) observaram que o polissacarídeo mais degradado no endosperma micropilar é 

o mannano, e este é reduzido cerca de 70% antes da germinação. 

Leubner-Metzger, et al. (1995) mostraram que sementes de tabaco 

rompem o tegumento e o endosperma em fases distintas e quando as sementes são tratadas 

com ABA, o rompimento do tegumento e crescimento do embrião não são afetados, mas o 

crescimento radicular é afetado e a radicula só volta a crescer quando o endosperma 

micropilar se rompe. Lee et al.(2012) observaram no endosperma micropilar de sementes 

de tabaco uma degradação de heteromananos durante a germinação. 

Welbaum e Bradford (1990) relataram que em sementes de melão o 

endosperma não forma uma barreira física para o movimento de água e sim, uma barreira 

química e áspera que impede o desenvolvimento do embrião, controlando a germinação 

como também fornecendo proteção contra patógenos e limitando a exsudação de solutos.                        

Welbaum et al.,(1995) observaram em sementes de melão que a 

força de ruptura necessária para romper o  endosperma, diminuiu de forma constante após 

hidratação e que depois de 20 horas, foi visível grandes fissuras no endosperma micropilar 

de sementes de melão, consequentemente a germinação ocorreu  após 21 horas de 

embebição.  
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Jacobsen e Pressman (1979) mostraram que em sementes de aipo, o 

embrião é pequeno, centralmente localizado e rodeado por endosperma, sendo o 

endosperma micropilar de espessura de 3 a 4 células. A partir do 2º dia de embebição, o 

embrião começa sua expansão e no sexto dia a radícula já penetra no endosperma 

micropilar, ocorrendo a protrusão da radícula, sendo que a medida que ocorre o 

alongamento do embrião, há também a degradação do endosperma.  

O endosperma de café é composto por um tecido duro esverdeado 

com células poliédricas, é dividido em um endosperma externo, rígido e um interno, macio 

(Dedecca, 1957). Da Silva et al.(2004) observaram que a força de resistência do 

endosperma diminui em dois estágios, sendo que o primeiro estágio deve-se a ação de 

enzimas que degradam a parede celular. Já a segunda fase é controlada por ABA, que inibe 

parcialmente a ação de endo- β -mananase e o crescimento do embrião. 

O aumento do potencial de pressão das células do embrião ocorre, 

pois, ao chegar próximo à protrusão da radícula, o potencial osmótico das células da 

radícula torna-se mais negativo, por causa do acúmulo dos solutos, possivelmente como 

resultado da hidrólise de reservas presentes dentro das células da radícula e essa 

diminuição no potencial osmótico leva a um aumento do potencial de pressão com 

consequente extensão das células (BEWLEY, 1997). 

Já em sementes de tomate mutantes, deficientes em ABA, foi visto 

que o embrião é cercado por uma área de endosperma menor e se tem maior alteração e 

acumulação do metabolismo de carboidratos, mas mesmo assim não houve diferença de 

velocidade de germinação destas sementes com as selvagens (Ni e Bradford, 1993). 

Groot e Karssen (1987) mostraram que o embrião de sementes de 

tomate é completamente cercado por uma camada de endosperma rígido, necessitando 

então de enfraquecimento mecânico da região micropilar de sementes de tomate. Em 

sementes de alface, há também restrição da expansão do embrião imposta pelos tecidos do 

endosperma (PAVLISTA e HABER, 1970).  

Pinto et al.(2007) e Anese et al.(2011) demonstraram em seus 

resultados que o enfraquecimento do endosperma micropilar em paralelo ao crescimento 

do embrião de sementes de Solanum lycocarpum é essencial para a ocorrência da 

germinação. 
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4.3 Polissacarídeos e a superação da dormência mecânica. 

Durante muito tempo pensava-se que a única função da parede 

celular era de dar forma e rigidez à célula. Atualmente, sabe-se que esta estrutura também 

previne à ruptura da membrana plasmática pela entrada de água, é portadora de enzimas 

relacionadas a vários processos metabólicos, atua na defesa contra bactérias e fungos, 

promove a junção das células evitando o deslizamento dessas e sua ruptura leva à formação 

de, por exemplo, polissacarídeos (KRAUS et al.,2006; TAIZ e ZEIGER,2006). 

A estrutura da parede celular primária é formada por microfibrilas 

de celulose, um polímero de D-glucose, imersas em uma matriz contendo polissacarídeos 

não celulósicos: hemiceluloses e pectinas. Encontra-se nas paredes celulares substâncias 

orgânicas como ligninas, proteínas e lipídeos, sendo proteínas importantes, as extensinas e 

a α-expansina. Ocorre também enzimas peroxidases, fosfatases, endoglucanases, 

xiloglucano-endotransglicosilases e pectinases, substâncias lipídicas como suberina e 

cutina e inorgânicas, como sílica e cristais (KRAUS etal., 2006). 

Os polissacarídeos de reserva de parede celular (PRPC) são 

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

galactanos. Esta classificação é baseada essencialmente na estrutura química desses 

polímeros, sendo os mananos subdivididos em mananos puros, glucomananos e 

galactomananos (BUCKERIDGE et al., 2000a). Os mananos puros são artificialmente 

definidos como contendo mais de 90% de manose, formando uma cadeia linear podendo 

ou não o restante estar ramificado com galactose. Quando a cadeia principal contém 

glucanos, o polímero é chamado glucomanano e ambos, mananos e glucomananas,  podem 

ser substituído com unidades de galactoses (DEA et al.,1986; BUCHERIDGE et al., 

2000b) 
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Figura 2. Diagrama esquemático dos principais componentes da parede celular primária e 

seu provável arranjo. (FONTE: BRETT e WALDRON, 1996). 

Existem espécies em que o endosperma das sementes possui duas 

funções biológicas: em primeiro lugar, como em outros tipos de sementes, para fornecer as 

reservas para a germinação de sementes e crescimento das plântulas e, segundo, formando 

uma barreira mecânica que impede o crescimento do embrião. Isto ocorre em tomate, 

tabaco, pimenta e Datura sp (todos os quais estão na família Solanaceae), alface, 

(Compositae); melão (Cucumis melo, Cucurbitaceae) e café (Coffea arábica, Rubiaceae) 

(NONOGAKI et al., 2007).  

A parede celular vegetal possui uma combinação de força e 

flexibilidade, permitindo resistir a grandes pressões de turgescência. Como as microfribilas 

de celulose são efetivamente inextensíveis, a expansão da parede celular ocorre por 

deslizamento, o rearranjo dos polímeros da matriz que revestem as microfibrilas, feito que 

ocorre pela ação de hidrolases e proteínas (NONOGAKI et al., 2007). 
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Segundo Buckeridge (2010b) ao estudar a biossíntese e degradação 

de polissacarídeo juntamente com o comportamento fisiológico, os modelos gerados 

podem levar a futuras aplicações biotecnológicas. Diversas proteínas da parede celular e 

hidrolases que têm como função o enfraquecimento do endosperma e o crescimento do 

embrião tiveram seus genes identificados. Endo-β-mananase (LeMAN2), α-galactosidase 

(LeaGal), β- Manosidase (LOC543698), expansinas (EXP8 e EXP10) e polygalacturonase 

(XOPG1), são alguns exemplos. 

 

4.3.1 Endo-β-mananase         

Nonogaki e Mororashi (1996) observaram que em sementes de 

tomate existem diferentes formas da endo- β-mananase, sendo que a isoenzima responsável 

pelo afrouxamento da parede celular do endosperma, ocorre somente na área micropilar  

em eventos pré-germinativos e aquelas que ocorrem após a germinação, ocorrem somente 

no endosperma lateral e são responsáveis pela  mobilização de galactomananos. 

O enfraquecimento dos tecidos do endosperma em sementes de 

tomate envolve a síntese de endo-β-mananase, que está associada com a hidrólise da 

parede celular. Todavia, endo-β-mananase provoca enfraquecimento parcial do 

endosperma, necessitando da atividade de outras hidrolases de parede celular (TOOROP et 

al., 1996; BEWLEY, 1997; BRADFORD,1997). 

A análise da expressão dos genes de endo-β-mananase em 

sementes de tomate, mostrou que LeMAN1 ocorre após a germinação no endosperma 

lateral, enquanto que LeMAN2 tem expressão antes da germinação, apenas no endosperma 

micropilar( NONOGAKI et al. 2000). Em sementes de lobeira a atividade da enzima endo- 

β -mananase antes da protrusão da radícula se mostra apenas no endosperma micropilar 

(PINTO et al., 2007). Estes resultados juntos mostram a importância de endo-β-mananase 

no enfraquecimento do endosperma micropilar nestas espécies  

Groot e Karsen (1987) observaram que a aplicação de giberelina 

(GA) em sementes de tomate mostrou um enfraquecimento do endosperma, sendo este 

evento pré- germinativo e mediado pela indução da atividade de endo-β-mananase, 

resultando em uma digestão parcial das paredes celulares do endosperma. 
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Toorop et al. (1996) observaram que o ABA não diminui a 

quantidade de endo-β-mananase, consideravelmente, nas paredes celulares do endosperma 

micropilar de sementes de tomate, e  que isto ocorreu porque esta enzima não é o único 

fator para que ocorra o afrouxamento da parede celular.  

 

4.3.2 β-manosidase e α -galactosidase 

O papel da β–manosidase na hidrólise de galactomananos da 

parede celular do endosperma de sementes de tomate é dependente do papel da endo-β-

mananase e α-galactosidase, uma vez que ela hidrolisa oligomananos anteriormente 

clivados pelas outras duas (BEWLEY e MO, 2002). 

Bewley e Mo (2002) observaram que há atividade e expressão de 

endo-β-mananase e β-manosidase de sementes de tomate na região do endosperma 

micropilar, antes e após a protrusão da radícula, indicando regulação similar das duas 

enzimas. 

 Trabalhos têm relatado comportamento molecular diferenciado das 

enzimas, enquanto Nonogaki et al. (2000) encontrou pelo menos quatro genes de endo-β-

mananase, Feurtado et al. (2001) e Bewley e Mo (2002) não identificaram a ocorrência de 

cópias do gene de α-galactosidase e β-manosidase. 

 Em sementes de alface os produtos da hidrólise de 

galactomannanos das paredes celulares do endosperma, gerados pela enzima endo-β-

mannanase, são transportados para os cotilédones, onde eles entram em contato com β -

manosidase nas paredes celulares e,então, são clivados, produzindo a manose e galactose 

(OUELLETTE e BEWLEY, 1986). 

Em sementes de tomate há atividade da enzima  α-galactosidase  

em toda a semente; embrião, endosperma lateral, endosperma micropilar , antes e após a 

protrusão da radícula (BASSEL et al., 2001; FEURTADO et al., 2001). 
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4.3.3 Expansinas e Poligalacturonase 

Pensava-se anteriormente à descoberta da expansina, que a 

expansão da parede celular ocorria unicamente pela hidrólise dos polissacarídeos da 

matriz, mas a descoberta das expansinas revelou outro mecanismo de afrouxamento da 

parede. A expansina em contraste a outras teorias enzimáticas convencionais de 

afrouxamento da parede, não faz hidrólise, ela enfraquece a ligação não covalente entre 

polissacarídeos da parede celular. Apesar de não ser uma hidrolase, a expansina faz os 

glucanos das microfibrilas, serem mais acessíveis ao ataque enzimático (COOSGROVE, 

2000). 

Chen e Bradford (2000) mostraram que apesar de existirem 

diversas expansinas , em sementes de tomate, há a expressão antes da protrusão da radícula  

do gene  LeEXP4 o qual  está localizado no endosperma micropilar, a do LeEXP8 que  é 

expresso especialmente na  ponta da radícula e a do LeEXP10  que acumula tanto na ponta 

da radícula como no resto da semente. Os dois últimos promovem a extensão das células 

da parede celular da radícula. 

Vários eventos fisiológicos na planta dependem do afrouxamento 

das células, como o crescimento do tubo polínico (MU et al, 1994) , e o crescimento de 

hifas dos fungos (HAHN et al., 1989). Todos esses eventos são acompanhados pela 

hidrólise parcial da pectina de parede celular e são correlacionadas com a presença e 

atividade de poligalacturonase.  

Sitrit et al., (1999) observaram a expressão do gene de LeXPG1 

(poligalacturonase) , antes da germinação, na área micropilar e ponta da radícula em 

sementes de tomate. 

O gene LeEXP4 apresenta expressão na área micropilar de 

sementes de tomate é afetado positivamente por giberelina (GA), negativamente por baixo 

potencial osmótico e luz vermelho distante. Esses fatores influenciam do mesmo modo a 

germinação das sementes e a baixa expressão de LeEXP4 e quando em baixo potencial de 

água e luz vermelho distante leva o embrião a fazer uma maior força de ruptura para que 

ocorra a germinação. Isto leva a conclusão que o gene LeEXP4, juntamente com outras 

hidrolases de parede celular, estão envolvidos na degradação e afrouxamento das células 

da parede celular do endosperma micropilar, levando à superação da dormência (CHEN e 

BRADFORD, 2000). 
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4.4 Características relacionadas à germinação de sementes de Solanum lycocarpum 

comparadas à Solanum lycopersicum 

As sementes de Solanum lycocarpum, têm estruturas internas 

arranjadas de forma muito semelhante a Solanum lycopersicum, tomate, sendo que as  

células do endosperma micropilar apresentam tanto o diâmetro médio, como a espessura da 

parede celular menor que no endosperma lateral. O endosperma micropilar da lobeira 

possui de sete a oito camadas de células (PINTO et al, 2007) contra quatro camadas de 

células nas sementes de tomate (TOOROP et al.,2000) fazendo com que a primeira 

necessite de uma tempo maior de embebição para germinar (PINTO et al.,2007). 

Em sementes de tomate o afrouxamento das células da parede 

celular do endosperma micropilar ocorre em duas fases, a primeira fase é dependente de 

GA (GROOT e KARSSEN, 1987) e a segunda fase é sensível ao ácido abscísico, sendo 

este, regulador das enzimas responsáveis pelo enfraquecimento do endosperma micropilar 

(Toroop et al. 2000). Em tomate à superação da dormência mecânica ocorre apenas com o 

afrouxamento das células da parede celular do endosperma micropilar, não há aumento do 

potencial de pressão no embrião (TOOROP et al., 2000)  

Toorop (1996) mostrou que a barreia imposta a expansão e 

crescimento das sementes de tomate não é consequência da incapacidade do sistema 

radicular de crescer, pois, quando foi retirado o endosperma micropilar das sementes 

embebidas, mesmo com a aplicação de ácido abscísico (ABA), houve crescimento da 

radícula.  

Já em sementes de lobeira, segundo Pinto et al. (1997) o 

enfraquecimento do endosperma micropilar é essencial para a ocorrência da germinação. O 

enfraquecimento do endosperma micropilar ocorre em dois estágios, onde no primeiro 

estágio ocorre a queda da força de ruptura do endosperma micropilar e se relaciona com o 

aumento da atividade da enzima endo-β-mananase. O segundo estágio se relaciona com o 

crescimento do embrião.  

Segundo Hilhorst et al., (1998) o tomate é uma espécie considerada 

modelo para estudos de desenvolvimento e germinação de sementes. Solanum lycocarpum 

além de ser uma espécie da mesma família do tomate tem características germinativas bem 
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parecidas com o tomate. Além disso, é uma espécie nativa e pouco estudada, podendo 

então, contribuir para a compreensão do mecanismo molecular de germinação da família 

Solanaceae, com o melhoramento de plantas e com a produção e tecnologia de sementes. 

4.5 Condicionamento fisiológico de Sementes 

 O condicionamento fisiológico, priming, envolve a embebição de 

água pela semente, sob condições controladas, favorecendo o metabolismo germinativo das 

sementes durante a fase I e II da embebição, mas impedindo que ocorra a protrusão da raiz 

primária (BEWLEY e BLACK, 1982). 

Segundo Marcos Filho (2005) o condicionamento fisiológico eleva 

a velocidade de germinação e emergência de plântulas, aumenta a sincronização do 

processo de germinação das sementes e estimula uma maior tolerância ao estresse pelas 

sementes, após a semeadura ou durante a germinação, além de melhor formação de mudas. 

De acordo com Bray (1995) e Marcos Filho (2005) com o uso da 

técnica do priming, as sementes chegam à fase II de embebição, sendo que na fase I, 

proteínas são sintetizadas usando mRNA  e DNA existente  e mitocôndrias são reparadas,  

já na fase II há síntese de mRNA (RNA mensageiro) novos e síntese de novas 

mitocôndrias. 

Soeda et al., (2005) observaram em sementes de Brassica 

oleraceae que os níveis de RNA, as subunidades ribossomais e fatores de alongamento, 

aumentam durante o osmocondicionamento. Priming aumenta a síntese de proteína 

promovendo e melhorando o funcionamento da maquinária de síntese protéica, sendo que 

o reparo do DNA durante o priming com a manutenção da integridade do DNA através da 

reparação dos danos sofridos é importante para a geração do modelo livre de erros de 

transcrição e replicação (VARIER et al., 2010). 

Nascimento et al. (2001) verificaram que sementes de alface não 

condicionadas resultam em  uma germinação muito baixa  em comparação com as 

sementes condicionadas, e que as sementes condicionadas aumentam a atividade da enzima 

endo-β-mananase. 

Sementes de alface tem termodormência e o osmocondicionamento 

reduz essa dormência imposta por temperaturas acima da ótima (NASCIMENTO e 

CANTLIFFE, 1998). O priming em sementes de alface leva a uma iniciação do 
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alongamento celular, aumento do potencial de crescimento do embrião, superando assim a 

termodormência (NASCIMENTO, 2001). 

Nakaune et al. (2012) ao compararem o condicionamento 

fisiológico (priming) em sementes de tomate com solução de Cloreto de Sódio(NaCl), com 

o condicionamento em água (hidropriming) observaram que apesar da germinação final 

dos tratamento serem iguais , a velocidade de germinação do tratamento com  NaCl, foi 

maior, e aumentou o teor de giberelina (GA4). Além disso, os autores relatam maior 

expressão das enzimas, expansina (EXP), b-1,3-glucanase (GulB), endo-β-mananase 

(MAN) e xiloglucano endotransglucosilase (XTH), presentes no endosperma micropilar e 

responsáveis pelo enfraquecimento da região micropilar. 

Anese et al. (2011), observaram  que em sementes de Solanum 

lycocarpum, o condicionamento com água, por 15 dias a 15ºC promoveu efeitos positivos 

sobre o vigor das sementes , expresso pelo resultado de IVG (Índice de Velocidade de 

Germinação) e T50 ( Tempo necessário para a germinação chegar a 50%). Foi visto 

também que há uma diminuição da força de ruptura, parâmetro de resistência mecânica do 

endosperma micropilar ao alongamento do embrião durante a germinação. Paralelamente à 

diminuição da força de ruptura, houve aumento da atividade da enzima endo-β-mananase. 

 

4.6. Expressão gênica 

A comparação entre perfis transcricionais contrastantes (genótipos, 

condições fisiológicas ou ontológicas diversas pode auxiliar na identificação dos genes 

responsáveis pelo processo fisiológico em estudo (MEYERS et al.,2004). 

De acordo com Farah (2007), genes com a mesma função 

frequentemente são similares em organismos diferentes, por isso, quanto mais próximas 

forem as espécies, maior a semelhança entres os genes. 

Os métodos usados para estudar a expressão gênica, como 

hibridização de Northern Blot, a reação PCR (reação em cadeia da polimerase) 

quantitativo, e ensaios de proteção RNase, podem apresentar falta de sensibilidade 

(DESROCHE et al., 2005).  Já o método de PCR em tempo real (RT q PCR) que é 

amplamente utilizado para a quantificação dos níveis de mRNA no estado estacionário é 

uma ferramenta fundamental para a pesquisa básica , medicina molecular e biotecnologia, 
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é de fácil execução, de alto rendimento e combina alta sensibilidade com especificidade 

confiável (BUSTIN, 2002). 

A técnica de PCR em tempo real depende da utilização de corantes 

fluorescentes para quantificar a transcrição do gene alvo, com o número do ciclo de 

amplificação em que transcrições são detectadas, apresentando indicação quanto à 

abundância relativa das moléculas-alvo. A sensibilidade da técnica de PCR em tempo real 

constitui uma poderosa ferramenta para medição da expressão gênica, sobretudo quando as 

quantidades de amostra são limitadas ou a transcrição é expressa em um nível baixo. 

Porém, essa sensibilidade também significa que uma grande dose de cuidado é necessária 

com relação ao design experimental e aplicação do procedimento (WALKER et al., 2009). 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Sementes 

A pesquisa foi realizada no Laboratório de Análise Sementes do 

Departamento de Produção e Melhoramento Vegetal, da Universidade Estadual Paulista 

“Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Ciências Agronômicas – Campus de Botucatu.  

Os frutos de lobeira (Solanum lycocarpum) foram colhidos quando 

maduros e caídos no chão na região de Lavras, MG, com altitude, segundo Brasil (1992), 

de 919 metros, latitude de 21º14’ S e longitude de 45º00’ W GRW em fevereiro de 2010. 

Em seguida os frutos foram beneficiadas por meio da retirada da polpa e da passagem da 

mesma em peneiras, sob água corrente, para a separação das sementes. Após o 

beneficiamento as sementes foram secas e mantidas em saco plástico fechado em ambiente 

de 4 ° C(geladeira). 

Para determinar o teor de água, foram retiradas três repetições de 

oito sementes, sendo que o método de secagem utilizado foi o método de estufa a 105 °C 

por 17 horas (BRASIL, 2009).  
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5.2. Condicionamento Fisiológico 

O condicionamento fisiológico das sementes de lobeira foi feito em 

solução de polietilenoglicol (PEG) 6000 com um potencial osmótico de -0,2 MPa 

(osmocondicionamento) e em água destilada (hidrocondicionamento). Primeiramente, as 

sementes foram desinfetadas com hipoclorito (1%) por 10 minutos, depois colocadas em 

um tubo Falcon e condicionadas nas soluções já citadas, durante 15 dias e mantidas em 

BOD a 15 ºC (ANESE, 2007). A aeração da solução de PEG foi possível através da 

utilização do aparelho Mixer, que faz a agitação dos tubos possibilitando sua aeração. A 

solução de PEG foi trocada a um, cinco e dez dias após o início do condicionamento. Após 

a lavagem das sementes condicionadas com PEG por dois minutos, efetuou-se a secagem 

com uma solução de cloreto de magnésio por 16 horas até as sementes voltarem a umidade 

de 9%. Para isto, as sementes foram acondicionadas em câmera de germinação tipo BOD à 

temperatura de 20ºC e colocadas sobre uma tela de alumínio dentro de uma caixa tipo 

gerbox, onde se depositou no fundo a solução de cloreto de magnésio. A solução foi 

preparada com 35g de cloreto de magnésio, mais 3 ml de água e triturada até o ponto de 

formar uma pasta. Foi utilizada uma testemunha (semente seca, sem qualquer pré-

tratamento de embebição) para a comparação com as sementes condicionadas. 

 

5.3. Germinação de sementes condicionadas e não condicionadas de Solanum 

lycocarpum. 

Após a secagem, as sementes foram pré-umidificadas por 24 horas, 

a fim de diminuir possíveis danos por embebição. A pré umidificação foi feita utilizando 

caixas tipo gerbox, às quais se adaptou uma tela de alumínio, onde as sementes foram 

colocadas após a adição de 20 ml de água no fundo de cada gerbox em uma BOD de 25ºC. 

Após 24 horas, as sementes foram novamente desinfetadas com hipoclorito de sódio a 1% 

por 10 minutos e colocadas para germinar. Os testes de germinação em sementes 

condicionadas e não condicionadas foram feitos dispondo as sementes entre papel, duas 

camadas de papel germitest em baixo das sementes e uma em cima, umedecidas em 2,5 o 

peso do papel em caixas tipo gerbox acondicionadas em uma câmera de germinação do 

tipo BOD, a uma temperatura alternada de 20-30ºC com fotoperíodo de 12/12 horas, por 

15 dias. Foram utilizados cinco repetições de 25 sementes para cada tratamento. Realizou-

se contagem de germinação diária, considerando sementes germinadas, àquelas com raiz 
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primária maior ou igual a 1 mm. A avaliação foi feita por meio da porcentagem de 

germinação, do índice de velocidade de germinação (IVG) (MAGUIRE, 1962), frequência 

de germinação (LABOURIAU e AGUDO, 1987), tempo médio de germinação 

(LABOURIAU, 1983) para sementes secas, condicionadas com PEG (-0,2 MPa) e 

condicionadas com água. 

5.4 Desenhos de ‘’primers’’  

Os genes estudados foram identificados por buscas na literatura de 

genes associados à dormência mecânica imposta pelos polissacarídeos das paredes 

celulares do endosperma. Devido a ausência destas sequências nucleotídicas em Solanum 

lycocarpum, foram usadas sequências de sementes de tomate (Solanum lycopersicum), uma 

espécie da mesma família da lobeira, com o mesmo tipo de dormência e anatomicamente 

semelhantes. 

A sequência dos genes estudados e depositados no banco de dados 

do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para sementes de tomate, foram usadas no 

desenho de primers. Para desenhar os primers foi utilizado o software PRIMER QUEST 

(https://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index). Após a confecção dos primers, os 

mesmos foram verificados quanto sua especificidade no banco de dados do NCBI (Figura 

3) (Tabela 1,2).  

Os parâmetros utilizados no desenho dos primers foram: amplicon 

de 100 a 200, temperatura de anelamento de  60ºC +1, porcentagem de GC de 50 a 60% e 

18 a 22 pares de bases. 
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Figura 3. Fluxograma para desenho de ‘’primers’’ para uso em RT-qPCR. 

Tabela 1. “Primers” específicos de embrião e endosperma micropilar de sementes de 

lobeira utilizados para análises de PCR em tempo real. 

1
Confeccionado pelo autor; 

2 Kim
 
et al. (2010) 

 

 

Nome Forward Reverse 

Endo-β- mananase
1
 CTCGCGATCAAGCTGACTATT CAATAGAGACTCGCAGGGAAATA 

β-manosidase
1
 GGATTGTCCCTGTTGCTTACA GACGTCTGGGATGACTTGAATC 

α-galactosidase
1
 GATTCCGCTACTGAGCCTTATATT GATCACAATGATGGACCACAAAC 

Expasina 8
1
 CCCTCCATTCCAACCTCTAAC CTGAGTCCCAGCATCAGAATAA 

Expansina 10
1
 GCCAAACTTCCCTTTCTGTTTC CCGCCATCTCCATCCTAAAT 

Polygalacturonase
1
 CGTTCGTCACCAGCACTAAA TCCTGGCCCCATACCATCTATAA 

18S ribossomal
2 

 TGACGGAGAATTAGGGTTCG CCTCCAATGATCCTCGTTA 



 

 

24 
 

 

Tabela 2. Genes (mRNAs) estudados no embrião e no endosperma micropilar durante a germinação de sementes de lobeira. 

18S                              Normalizador
6
 

1
Nonogaki et al.(2000); 

2
Mo e Bewley(2002); 

3
Feurtado et al.(2001); 

4
Chen et al.(2001);

5
Sitrit et al.(1999); 

6 
Kim et al. (2010) 

 

Gene alvo Nº Acesso Sigla Tecido/ Semente Função 

Endo-β-mannanase AF 184238.2 LeMAN2 
Endosperma 

micropilar 
Hidrólise dos polissacarideos da parede celular 

1
 

β-mannosidase NM_001247691.1 LeMside1 
Endosperma 

micropilar 
Hidrólise dos polissacarideos da parede celular 

2
 

α-galactosidase AF191823 LeaGal 
Endosperma 

micropilar/embrião 
Hidrólise dos polissacarideos da parede celular 

3
 

Expansina 8 AF311953.1 Exp8 Ponta da radícula 
Enfraquece a ligação não covalente entre polissacarídeos da parede celular 

(Extensão) 
4
 

Expansina 10 NM_001247435 EXPA10 
Ponta da radícula e 

resto da semente. 

Enfraquece a ligação não covalente entre polissacarídeos da parede celular 

(Extensão) 
4
 

Poligalacturonase AF138858.1 XOPG1 
Todo embrião e na 

região micropilar 

Reduz o tamanho molecular de polímeros pécticos por clivagem dos resíduos de 

cadeia lateral 
5 
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5.5 Extração de RNA  

O condicionamento com água (hidrocondicionamento) obteve os 

melhores resultados de porcentagem de germinação e velocidade de germinação, por isso, 

o estudo da expressão gênica foi realizado em sementes hidrocondicionadas e semente 

seca. Sementes de lobeira foram novamente condicionadas em água e postas para germinar 

juntamente com a testemunha (semente seca). Os períodos escolhidos para realizar o 

estudo de expressão gênica foram de 1, 5 e 10 dias de embebição. O período de um dia de 

embebição foi escolhido para ser ‘’semente seca’’, o período de cinco dias por ser o 

intermediário ao período de dez dias que representa 50% de germinação das sementes de 

lobeira. Para cada período de embebição foi feito o estudo em duas localidades na semente, 

área micropilar e embrião. Para isso, foram retirados da semente a área micropilar e o 

embrião, em cada período. Todas as amostras, área micropilar e embrião (períodos de 

embebição; 1, 5, 10 dias), foram armazenadas à -80ºC. Para a extração do RNA foi 

utilizado o “kit” – NucleoSpin RNA Plant
® 

da Macherey-Nagel. O protocolo do kit sofreu 

alterações nos tempos de centrifugação para que o álcool pudesse ser melhor eliminado e 

não prejudicar a extração. Em capela foram transferidos aproximadamente 100 mg do 

material vegetal macerado, 350 μL de tampão de extração (RA1) e 3,5 μL de β-

mercaptoethanol (β-ME) para um tubo plástico de 1,5 mL. Posteriormente, as amostras 

foram homogeneizadas com auxilio de um agitador “Vortex”, transferidas para filtros 

NucleoSpin Filter
® 

acoplados a tubos coletores de 2 mL e centrifugadas por um minuto a 

11.000 rpm, para redução da viscosidade. Foram adicionados 350 μL de etanol 70% nos 

filtrados de cada amostra e transferidas para colunas de NucleoSpin RNA Plant
® 

acoplados 

a tubos coletores de 2 mL e centrifugadas por  1 minuto à 11.000 rpm. Após as colunas de 

filtragem serem acondicionadas a novos tubos coletores, foram adicionados 350 μL de 

Membrane Desaltting Buffer
®

, centrifugadas por um minuto a 11.000 rpm até a membrana 

da coluna de filtragem apresentar-se seca. Foram adicionados no centro da membrana de 

sílica da coluna de filtragem 95 μL de DNAse reaction mix, constituído por 10 μL de 

rDNase  reconstituído e 90 μL de reaction mix e os tubos incubados a temperatura 

ambiente por 15 minutos. Para lavagem e secagem das membranas, as colunas de filtragem 

foram submetidas à lavagem com 200 μL de tampão e centrifugadas por 30 segundos a 

11.000 rpm. Acondicionadas em novos tubos coletores, as colunas de filtragem foram 
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submetidas a uma segunda lavagem adicionando 600 μL de tampão RA3 e centrifugadas 

por 2 minutos a 11.000 rpm. Após o descarte da solução do tubo coletor, foi adicionado 

250 μL de tampão em colunas de NucleoSpin RNA Plant
® 

e centrifugado por 3,5 minutos a 

11.000 rpm até secar completamente a membrana. Transferidas as colunas de NucleoSpin 

RNA Plant
® 

para micro tubos de 1,5 mL, foram adicionados 40 μL de água RNAse-free 

nas colunas de NucleoSpin RNA Plant
® 

e centrifugadas por 1 minuto a 11.000 rpm para 

obtenção do RNA extraído. Como algumas amostras após feito o gel de agarose 

apresentaram bandas de DNA , fez-se necessário adicionar 4 μL de reaction buffer para 

rDNase e 0,4 μL de rDNase para cada 40 μL de RNA eluído e incubar estes  a banho maria  

por 10 minutos a 37ºC, para a digestão do DNA resistente. 

Após a extração de RNA, as amostras foram quantificadas em 

espectrofotômetro Nanodrop-2000 (Thermo Scientific) e seus resultados expressos em 

ng/μL. A verificação da integridade das amostras de RNA foi realizada mediante avaliação 

em gel de agarose 1,0% , 0,4g de agarose mais 40 μL de TAE 1X . Soluções contendo 1 μL 

de RNA extraído mais 1 μL de azul de  bromofenol  foram colocadas em uma cuba  de 

eletroforese  a 60 volts por 45minutos,iniciando a corrida.  

O marcador utilizado foi o 1kbp DNA Lader (Jena Bioscience) na 

quantidade de 1 μL . Para visualização das bandas no gel foi utilizado um 

fotodocumentador (Mini Bis 24 mm da DNR Bio-Imaging Systems). 

 

5.6 Confecção de cDNA  

Para a confecção do cDNA foi utilizado o kit First-Strand cDNA 

Synthesis Kit for Real –Time PCR. Conforme o protocolo do kit, para fechar em uma 

reação de 20 μl,usou-se para cada amostra, volumes acima de 1 μL(o volume exato foi 

dependente da quantificação dadas no Nanodrop) de RNA, 2 μl dos primers, Anchored 

Oligo(dt)23VN e Random Hexamers,2 μl de 10x RT Buffer, 1 μl 10Mm dNTPs, 1 μL 

RNase Inhibitor e 1 μL de M-MLV RT e o restante completou-se com água DEPC.  Foi 

utilizado o equipamento para PCR convencional (Prime, marca Techne) e as reações 

ocorreram nas seguintes condições, primeira fase à 44 ºC por 60 minutos, segunda à 92ºC 

por 10 minutos e terceira à 4ºC. As amostras foram quantificadas no Nanodrop-2000 
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(Thermo Scientific) e padronizadas para 60 ng/μL. Após a padronização, as amostras 

foram armazenadas à -80ºC. 

5.7. Quantificação da expressão relativa por PCR em tempo real 

Para a quantificação da expressão relativa dos genes em estudo e 

do normalizador (18S), foi utilizado o kit Eva Green master mix, sendo padronizadas 

reações para cada primer, totalizando uma solução total de 20,0 μL(Tabela 3). 

Tabela 3. Reações específicas para cada primer. 

A amplificação dos fragmentos alvo foi realizada em um 

termociclador Eco Real-Time (Illumina), com um ciclo inicial de desnaturação a 95°C por 

10 minutos, seguido de 45 ciclos com desnaturação a 95°C por 15 segundos e pareamento 

a 60°C por 1 minuto. Os dados foram posteriormente analisados no programa da Illumina. 

Foram utilizadas três repetições biológicas, que foram produzidas 

durante a extração de RNA e para cada repetição foram geradas duas repetições técnicas, 

no momento da amplificação do Cdna, dando um total de nove amostras para cada 

tratamento. Com o controle negativo feito houve a certificação de não contaminação das 

amostras, onde ao invés de cDNA foi colocado água DEPC.  

O cálculo para a determinação da expressão gênica foi o do ∆∆Ct 

(Livak e Schmittgen, 2001), o qual se baseia na reação exponencial da PCR. Para tal a 

Nome Syber/Eva green Forward Reverse cDNA Água 

18S 10 μL 0,5 μL 0,5 μL 6 μL 3 μL 

Endo- β- mannanase 10 μL 0,35 μL 0,35 μL 2 μL 7,3 μL 

 β-manosidase 10 μL 0,35 μL 0,35 μL 2 μL 7,3 μL 

α-galactosidase 5 μL  0,35 μL 0,35 μL 5 μL 9,3 μL 

Expasina 8 5 μL  0,35 μL 0,35 μL 5 μL 9,3 μL 

Expansina 10 5 μL  0,35 μL 0,35 μL 5 μL 9,3 μL 

Poligalacturonase 5 μL  0,35 μL 0,35 μL 5 μL 9,3 μL 
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expressão QR = 2-∆∆Ct, onde QR representa o nível de expressão gênica, Ct representa o 

ciclo de amplificação no qual cada amostra apresenta amplificação exponencial; ∆Ct se 

refere à diferença entre o Ct da amostra amplificada para o gene alvo e o Ct da mesma 

amostra amplificada para o gene referência, e ∆∆Ct representa a diferença entre o ∆Ct da 

amostra de interesse em determinado tempo e o  ∆Ct da amostra de referência. Os 

resultados de expressão gênica obtidos foram apresentado em relação às sementes 

embebidas por 1 dia. 

 

5.8 Análises estatísticas 

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em 

todas as análises. Os dados obtidos de porcentagem de germinação, de IVG e tempo médio 

de germinação, foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste 

de Tukey a 5% de significância pelo programa Sisvar 4.3 (FURTADO, 2000). 

Para a realização da quantificação relativa da expressão gênica foi 

utilizado o programa REST® que realiza a quantificação comparativa pelo método de 

“Pair-Wise Fixed Reallocation Randomization Test” (PFAFFL et al., 2002).  

O programa REST realiza a quantificação relativa ao comparar um 

grupo de amostras com o grupo controle, a comparação sempre é realizada a partir de um 

gene normalizador (gene expresso na mesma quantidade nas condições experimentais 

avaliadas). Além disso, o software REST considera a eficiência individual de cada reação, 

realizando uma normalização subsequente dos dados de quantificação (NACHTIGALL, 

2012). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O teor de água estabilizou-se em aproximadamente 9%. A  

porcentagem de germinação foi superior no hidrocondicionamento que não diferiu 

estatisticamente da testemunha e a menor porcentagem de germinação, foi do tratamento 

com PEG (Figura 4). O condicionamento com PEG obteve porcentagem de germinação 

inferior ao controle. O índice de velocidade de germinação (IVG) foi significativamente 

superior nas sementes hidrocondicionadas em relação à testemunha e tratamento com PEG 

(Figura 5). Resultado semelhante foi também obtido por Anese et al. (2011), que ao 

condicionar sementes de lobeira com água por 15 dias à 15ºC  observaram, apesar de não 

significativo, maior porcentagem de germinação. Foi observado também por Anese et al. 

(2011) em sementes condicionadas com água, IVG de 4,64 enquanto sementes secas 

apresentaram IVG de 1,54.    
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Figura 4. Porcentagem de germinação de sementes de Solanum lycocarpum em sementes 

secas (testemunha), condicionadas com PEG (-0,2 MPa) e com água, 

hidrocondicionamento. As barras representam as médias e o erro indica o desvio padrão de 

cinco repetições. *Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste Tukey, 

a 5% de probabilidade. 

 

Figura 5. Índice de velocidade de germinação (IVG) de sementes de Solanum lycocarpum 

em sementes secas (testemunha), condicionadas com PEG (-0,2 MPa) e com água, 

hidrocondicionamento. As barras representam as médias e o erro indica o desvio padrão de 

cinco repetições biológicas. *Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo 

teste Tukey, a 5% de probabilidade. 
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NONOGAKI et al. (1992) mostrou que com 2 dias de embebição , 

sementes de tomate condicionadas com PEG tinham próximo de 75% de germinação, 

enquanto as sementes não condicionadas tiveram germinação inferior a 1%. 

Em sementes de alface, variedade sensível, quando expostas à 

temperatura de 35ºC entram em termodormência, e se condicionadas com PEG a -1,2 MPa 

apresentam uma germinação de 100% e tempo para a primeira germinação de 4 horas e 

quando não há condicionamento, as sementes apresentam uma germinação de 4% e 18 

horas para se ter a primeira germinação (NASCIMENTO et al., 2001). 

O tempo médio de germinação utilizado é uma média ponderada, 

onde o número de sementes germinadas é o peso de ponderação do tempo (SANTANA e 

RANAL, 2000). O tempo médio de germinação para sementes de Solanum lycocarpum foi 

de 8,41 dias para hidrocondicionamento, 9,18 dias para sementes condicionadas com PEG 

e testemunha obteve tempo médio de germinação superior, significativamente, dos outros, 

de 10,52 dias (Figura 6).  

O tempo para ocorrência de 50% de germinação (T50) em 

sementes de lobeira condicionadas foi de 5 dias enquanto que no controle foi de  17,3 dias 

(ANESE et al., 2011).  

Sementes de pimenta apresentam dormência imposta pela 

resistência mecânica do endosperma, necessitando então de uma redução desta resistência 

para que ocorra a germinação (WATKINS e CANTLIFFE, 1983). Segundo Khan et al. 

(2012) quando se condiciona sementes de pimenta com putrescina (25, 50,75,100 Mm), 

uma poliamina, o tempo para que as sementes germinem 50% (T50%) é de 3 dias , 

enquanto que em sementes não condicionadas foi de 7 dias. 
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Figura 6. Tempo médio de germinação de sementes de Solanum lycocarpum em sementes 

secas (testemunha), condicionadas com PEG(-0,2 MPa) e com água, 

hidrocondicionamento. As barras representam as médias e o erro indica o desvio padrão de 

cinco repetições biológicas. *Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo 

teste Tukey, a 5% de probabilidade. 

 

Os polígonos de frequência relativa de germinação para o 

condicionamento com água, hidrocondicionamento, apresentam um pico de germinação, 

caracterizando uma germinação mais homogênea, com 40% de germinação aos 7 dias de 

embebição. O tratamento condicionamento com PEG (-0,2 Mpa) e a testemunha resultou 

em um gráfico polimodal, caracterizando germinação heterogênea (Figura 7). 

As sementes hidrocondicionadas obtiveram um maior índice de 

velocidade de germinação, menor tempo médio de germinação e uma germinação mais 

homogênea, mostrando que o condicionamento promove uma germinação mais rápida e 

uniforme. Isso deixou evidente a superioridade fisiológica de sementes quando são 

hidrocondicionadas. 
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Figura 7. Frequência relativa de germinação de sementes de Solanum lycocarpum. a) 

condicionadas com PEG (-0,2 MPa), b) com água, hidrocondicionamento, c) sementes 

secas (testemunha) . 

A extração utilizando o '' kit “– NucleoSpin RNA Plant
® 

da 

Macherey-Nagel gerou RNAs totais com alta qualidade, íntegros e livres de impureza, 

como pode ser observado na (Figura 8), a qual apresenta os RNA’s totais em gel de 

agarose 1% por meio da técnica de eletroforese. 
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Figura 8. A) RNA total de sementes de Solanum lycocarpum. M, marcador, 1, 2, 3, 

embriões de sementes não condicionadas com 1, 5 e 10 dias de embebição, 

respectivamente e 4, 5, 6, embriões de sementes hidrocondicionadas com 1, 5 e 10 dias de 

embebição, respectivamente. B) RNA total de M, marcador, 1, 2, 3, região micropilar de 

sementes não condicionadas com 1, 5 e 10 dias de embebição, respectivamente e 4, 5, 6, 

região micropilar de sementes hidrocondicionadas com 1, 5 e 10 dias de embebição, 

respectivamente. 

 

A eficiência da reação utilizada foi de 1 (100%). Idealmente, a 

eficiência de uma reação de PCR deve ser de 100%, ou seja, há duplicação de RNA após 

cada ciclo térmico, durante a amplificação exponencial. Porém, a eficiência real pode 

oferecer informações valiosas sobre a reação experimental, fatores tais como o 

comprimento, a estrutura secundária e conteúdo de CG dos primers. A dinâmica da reação 
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e utilização de reagentes de má qualidade também podem influenciar a eficiência da reação 

(LIFE TECHNOLOGIES).  

A expressão do gene de endo- β-mananase no endosperma 

micropilar de sementes de lobeira condicionadas, foi quase 20 vezes superior no quinto dia 

embebição em comparação ao décimo dia de embebição. Já o controle a expressão foi 

inferior nos períodos de 5 e 10 dias de embebição ( Figura 9). Estes resultados aliados aos 

da (Figura 10), onde no primeiro dia de embebição o hidrocondicionamento obteve uma 

expressão relativa menor em relação à testemunha e só com 5 e 10 dias o 

hidrocondicionamento foi superior , mostram que só a partir do quinto dia de embebição 

houve uma expressão considerável em sementes condicionadas. 

Em sementes de lobeira, sem tratamento, Pinto et al. (2007) 

mostraram  um resultado que atesta o resultado deste trabalho, onde  houve uma redução 

da força de ruptura micropilar  que coincidiu com aumento da atividade da enzima endo-β-

mananase, a partir dos 5 dias de embebição.  

 

Figura 9. Expressão relativa do gene da endo- β -mananase em endosperma (região 

micropilar) de sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, 

hidrocondicionamento e não condicionadas, testemunha, em relação ao período de um dia 

de embebição. Valores significativos estão indicados com um asterisco (*). 
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Figura 10. Expressão relativa da endo-β-mananase, em endosperma (região micropilar) de 

sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento,em 

relação a testemunha, sem condicionamento. Valores significativos estão indicados com 

um asterisco (*). 

Diferentes autores também mostraram aumento da atividade da 

enzima endo-β-mananase ao longo do tempo. Em endosperma micropilar de sementes de 

tomate, Mo e Bewley (2002) observaram que a enzima vai crescendo ao longo do tempo de 

embebição, tendo um valor mais alto quando as sementes atingiram uma porcentagem de 

germinação de 50%, próximo do terceiro dia de embebição, já Nonogaki et al. (2000) 

observaram,  em sementes de tomate, aumento da expressão de LeMAN2 as 12, 24, 36 

horas de embebição da isoforma de endo-β-mananase expresso na área micropilar antes da 

germinação. Também em tomate, Mo e Bewley (2003) observaram que a atividade da 

endo-β-mananase na área micropilar foi duas vezes maior quando passou de 24 horas de 

embebição para 48 horas e três vezes a primeira quando passou para 76 horas de 

embebição. Em sementes de café, Farias (2012) também observou um aumento de 

expressão de endo-β-mananase ao longo dos dias de embebição na região micropilar.  Já 

em sementes de Sesbania virgata a atividade de endo-β-mananase teve um pico em 24 

horas de embebição, na região micropilar e após iniciar a germinação, aos 3 dias, houve 

um pico da enzima no endosperma lateral, levando a conclusão que na região micropilar a 

enzima teria um papel de afrouxamento desta área , facilitando a protrusão radicular e na 

região lateral, a endo-β-mananase teria função de mobilização de reservas (LISBOA et 

al.,2006). Suda et al. (2003), também verificaram a presença de alta atividade de endo-β-
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mananase no endosperma de sementes de Euphorbia heterophylla  com dois dias de 

embebição, dia anterior ao tempo médio de germinação, mostrando a função da enzima 

durante a germinação das sementes. 

Anese et al. (2011) observaram que a atividade da enzima endo- β-

mananase durante o hidrocondicionamento, aumentou cerca de 30 vezes e que a força de 

ruptura do endosperma micropilar das sementes de lobeira , ao contrário, diminui ao longo 

dos dias de hidrocondicionamento, mostrando que a atividade da enzima tem relação com 

o enfraquecimento da região micropilar. 

Existem diversos trabalhos avaliando sistemas de regulação da 

germinação, como o de Marraccini et al. (2001) que  ao tratar sementes de café com luz, 

estimula produção de GA (regulador), obteve uma atividade inicial de endo- β-mananase 

baixa e esta foi aumentando até depois da germinação, simultaneamente, a radícula 

expandiu a medida que foi aumentando os dias de embebição. Já, Groot et al. (1988) ao 

utilizar endosperma de sementes de tomate mutantes, deficientes em GA, obervaram que a 

atividade de endo β-mananase, aumentou quando incubadas com GA a partir de 6 horas 

chegando em 24 horas com uma atividade 75 vezes superior a das sementes incubadas com  

água que não mostraram  atividade em nenhum período. Contrapondo estes trabalhos, 

Toorop et al. (1996) ao avaliarem  o resultado da aplicação de GA na expressão de endo β-

mananase no endosperma micropilar de sementes de tomate antes da protrusão da radícula, 

viram que o gene não é induzido pelo hormônio. E Hilhorst e Downie (1995) verificaram 

maior atividade de endo-β-mananase em sementes mutantes de tomate, deficientes em 

ABA, que em sementes selvagens, em baixo potencial hídrico, porém essas sementes não 

apresentaram maior porcentagem e velocidade de germinação, contrariando a suposição de 

Ni e Bradford (1993) na qual a endo-β-mananase seria a causa da maior qualidade 

fisiológica das sementes mutantes. 

Em sementes de lobeira condicionadas a expressão relativa de β-

manosidase na região micropilar, aos cinco dias de embebição, foi mais de 100 vezes 

superior que ao período de um dia de embebição (Figura 11) e neste mesmo período houve 

expressão superior deste gene quando sementes foram condicionadas em relação as não 

condicionadas (Figura 12). O mesmo foi observado por Mo e Bewley (2002) onde a 

atividade da enzima β-manosidase no endosperma micropilar de sementes de tomate foi 

aumentando ao longo do tempo, chegando a 250 vezes superior ao primeiro período, 
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quando a porcentagem  de germinação estava  de 50 %. Na análise de Northern blot foi 

mostrado que nos períodos próximos ao período de 50 % de germinação de sementes de 

tomate, referente aos dez dias na lobeira, houve maior expressão da β- manosidase (MO e 

BEWLEY, 2002).  

. 

Figura 11. Expressão relativa do gene da β-manosidase em endosperma (região 

micropilar) de sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, 

hidrocondicionamento e não condicionadas, testemunha, em relação ao período de um dia 

de embebição. Valores significativos estão indicados com um asterisco (*) 

 

Segundo Farias (2012) em sementes de café, sem nenhum 

tratamento, o período onde se teve maior expressão relativa da enzima β- manosidase foi 

aos 9 dias, onde aproximadamente se teve 50% das sementes germinadas.  

A atividade de β-manosidase em endosperma de sementes 

mutantes, deficientes em GA, de tomate incubadas com GA foi aumentando ao longo de 24 

horas, tendo uma atividade final de cerca de 4 vezes mais forte daquelas incubadas com 

água (GROOT et al.,1988). 
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Figura 12. Expressão relativa da endo-β- manosidase, em endosperma (região micropilar) 

de sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento, em 

relação a testemunha, sem condicionamento. Valores significativos estão indicados com 

um asterisco (*). 

 

No endosperma micropilar de sementes de Solanum lycocarpum a 

expressão da α-galactosidase em cinco dias de embebição foi 4760 vezes maior em relação 

a um dia de embebição (Figura 13), mas, neste mesmo período, quando se comparou o 

hidrocondicionamento com a testemunha, a expressão deste foi maior (Figura 14). 

Feurtado et al. (2001) mostraram ao avaliar a expressão por Northern Blot de α-

galactosidase , no endosperma micropilar de sementes de tomate, antes de germinarem, 

que a expressão desta se torna forte a partir de 36 horas(quando começa a germinação das 

sementes), similar aos resultados deste trabalho, porém, em lobeira, ao obter germinação 

próxima a 50% se tem uma queda de expressão. Shen et al. (2008) também apoiam este 

resultado quando foi observado que sementes de tomate ainda dormentes têm uma 

atividade de α-galactosidase  de 1,73 vezes menor que quando estão germinando. A α-

galactosidase tem uma atividade contrária a endo- β-mananase, estando presente em todas 

as regiões das sementes antes da germinação, tendo maior concentração no endosperma 

lateral (TOOROP et al.,1996; VOIGT  e BEWLEY, 1996).  
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Figura 13. Expressão relativa do gene da α-galactosidase em endosperma (região 

micropilar) de sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, 

hidrocondicionamento e não condicionadas, testemunha, em relação ao período um de 

embebição. Valores significativos estão indicados com um asterisco (*). 

 

Figura 14. Expressão relativa do gene da α-galactosidase em endosperma (região 

micropilar) de sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, 

hidrocondicionamento, em relação a testemunha, sem condicionamento . Valores 

significativos estão indicados com um asterisco (*). 

 

Groot et al. (1988) observaram que a atividade de α-galactosidase 

em endosperma de sementes de tomate mutantes, deficientes em GA, manteve alta no 

inicio da embebição, mantendo-se quando embebidas com água ao longo de 24 horas  e 
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aumentando cerca de 20% quando embebidas com GA. Farias (2012) ao estudar a 

expressão de α-galactosidase e a regulação por ABA, em endosperma micropilar de 

sementes de café, pôde observar  que  esta aumenta durante os dias de embebição, durante 

a germinação, e que quando foi  aplicado ABA nas sementes, a expressão relativa dessa 

enzima diminuiu. Esta diminuição é referente a inibição do afrouxamento da região 

micropilar endospermática, seguido da ausência de germinação. 

A deficiência de α-galactosidase restringe a germinação, esta 

enzima catalisa as galactoses terminais, incluindo oligossacarídeos lineares ramificados, 

polissacarídeos e vários substratos sintéticos (SIMERSKÁ et al., 2006). 

A atividade da α-galactosidase foi detectada durante o 

desenvolvimento de sementes de tomate sendo pequena no inicio do desenvolvimento e 

superior nos estágios finais da maturação (BASSEL et al., 2001; FEURTADO et al., 2001). 

Diversos estudos mostram a função da enzima α-galactosidase na mobilização de reservas 

em sementes (FIALHO et al., 2008; LIMA et al., 2004; LIMA et al., 2005). 

 Nonogaki et al. (1992) observaram em sementes de tomate 

condicionadas com PEG 6000 (-0,8Mpa),quando foi iniciada a embebição destas, que já se 

tinha atividade das enzimas que hidrolisam galactomananos ,em sementes condicionadas, o 

que não foi visto em sementes não condicionadas. Este aumento de atividade resultou em 

uma germinação inicial de sementes de tomate mais rápida, enquanto sementes 

condicionadas ultrapassaram 25% de germinação com um dia de embebição, sementes não 

condicionadas obtiveram 0%, o que não foi visto em lobeira. 

A α-galactosidase, a endo- β -mananase e a β-manosidase fazem a 

mobilização de galactomananos do endosperma micropilar em sementes de tomate, sendo 

que a primeira hidrolisa mananas que contém cadeias laterais de galactose, a segunda cliva 

as mannanas e as transforma em oligomananos e a terceira hidrolisa os oligomananos (MO 

e BEWLEY, 2003 e 2002, OUELLETTE e BEWLEY, 1986). A endo- β- mananase em 

conjunto com outras enzimas hidrolisam os polissacarídeos da parede celular em sementes 

de tomate, afrouxando esta, permitindo a expansão do embrião e posterior germinação 

(BEWLEY, 1997). 

O gene da poligalacturonase em endosperma micropilar de 

sementes de lobeira hidrocondicionadas apontaram uma expressão de cerca de 70 vezes 

maior no período de 5 dias em relação ao período de um dia de embebição (Figura 15) e 
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quando comparado ao controle,  neste mesmo período, o hidrocondicionamento também 

apresentou uma maior expressão(Figura 16). Sitrit et al. (1999) observaram o mesmo em 

sementes de tomate não germinadas, onde a expressão de poligalacturonase no endosperma 

micropilar foi alta nos períodos de 24 e 48 horas, inicio da germinação.  

As exo- e endo - poligalacturonase têm a capacidade de reduzir o 

tamanho molecular de polímeros pécticos por clivar os resíduos da cadeia lateral (DE 

VEAU et al., 1993). A expressão de LeXPG1 no endosperma micropilar é correlacionada 

com o enfraquecimento bem caracterizados desta região necessário para ocorrer a 

penetração da radícula e posterior germinação (SITRIT et al.,1999). Gonza´lez-Carranza et 

al. (2007) observaram que  gene At2g43860, uma poligalacturonase é expresso na área 

micropilar , inferindo, então, que deve haver um mecanismo de sinalização entre os tecidos 

da radícula com os tecidos da área micropilar. 

 

Figura 15. Expressão relativa do gene da poligalacturonase em endosperma (região 

micropilar) de sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, 

hidrocondicionamento e não condicionadas, testemunha, em relação ao período um de 

embebição. Valores significativos estão indicados com um asterisco (*). 
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Figura 16. Expressão relativa do gene da poligalacturonase em endosperma (região 

micropilar) de sementes de Solanum lycocarpum condicionadas em água, 

hidrocondicionamento, em relação a testemunha, sem condicionamento . Valores 

significativos estão indicados com um asterisco (*). 

 

A expressão relativa dos genes da α-galactosidase, endo β – 

mananase, β-manosidase e poligalacturonase em endospermas micropilares de semente 

condicionadas, hidrocondicionamento, de Solanum lycocarpum mostraram um pico ao 

quinto dia de embebição, em relação ao primeiro dia.  Aparentemente, a expressão superior 

dos três genes no quinto dia de embebição pode estar associada com o inicio da 

germinação de sementes de lobeira.   

No embrião de sementes condicionadas o gene da enzima 

poligalacturonase também apresentou pico de expressão, cerca de 30000 vezes maior ao 

quinto dia de embebição em comparação ao primeiro (Figura 17), e neste mesmo período 

apresentou expressão superior à testemunha (Figura 18). Sitrit et al. (1999) enfatizou que a 

enzima poligalacturonase pode participar do crescimento do embrião com algum 

mecanismo envolvendo a radícula e que se sabe pouco da bioquímica desta enzima. 



 

 

44 
 

 

 

 

 Figura 17. Expressão relativa do gene da poligalacturonase em embrião de sementes de 

Solanum lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento e testemunha, em 

relação ao período um de embebição. Valores significativos estão indicados com um 

asterisco (*). 

  

Figura 18. Expressão relativa do gene da poligalacturonase em embrião de sementes de 

Solanum lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento,em relação a 

testemunha, sem condicionamento . Valores significativos estão indicados com um 

asterisco (*). 

As expansinas, tanto a EXP8 como a EXP10, apresentaram em 

sementes condicionadas de lobeira, em todos os períodos, expressão menor que a 
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testemunha, porém as duas apresentaram um pico de expressão aos cinco dias de 

embebição em sementes que foram hidrocondicionadas (Figuras: 19, 20, 21, 22). Em 

sementes de tomate, durante o desenvolvimento a expressão do gene LeEXP8 não pôde ser 

detectada, já em LeEXP10  houve expressão no inicio, desaparecendo no final do 

desenvolvimento. A expressão de LeEXP8 durante a embebição de sementes foi detectada 

em 12 horas e se manteve constante até 48 horas, onde 11% das sementes tinham 

germinado, o mesmo ocorreu com  LeEXP10 , porém a expressão se iniciou em 6 horas de 

embebição (CHEN et al, 2001). Farias (2012) verificou em embriões de sementes de café 

que o gene da expansina apresentou um aumento de expressão aos 9 dias , onde havia 50 % 

de germinação. 

 

Figura 19. Expressão relativa do gene da EXP8 em embrião de sementes de Solanum 

lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento, e não condicionadas, 

testemunha, em relação ao período um de embebição. Valores significativos estão 

indicados com um asterisco (*). 
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Figura 20. Expressão relativa do gene EXP8 em embrião de sementes de Solanum 

lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento, em relação a testemunha, sem 

condicionamento . Valores significativos estão indicados com um asterisco (*). 

 

Chen e Bradford (2000) obervaram  que há expressão de LeEXP8 

apenas na ponta da radícula de sementes de tomate   e que LeEXP10 é expresso tanto na 

ponta da radícula como no resto da semente. Impressões de tecido mostraram que LeEXP8 

está expresso apenas na radícula enquanto que LeEXP10 no restante do embrião (Chen et 

al., 2001) . 

McQueen-Mason e Cosgrove (1995) sugeriram que o papel das 

expansinas na parede celular não seria de hidrólise e sim que ela se colocaria entre as 

microfribrilas de celulose e os polissacarídeos, levando à expansão por catalisar o 

rompimento das pontes de hidrogênio entre os dois,facilitando assim, o deslizamento entre 

as microfribilas de celulose e os outros componentes da parede celular. Isto foi obeservado 

por Lizana et al. (2010) que verificou que a expressão da expansina TaExpA6 se inicia 

justamente onde ocorre os períodos de maior crescimento precoce do grão e some ao 

chegar na maturidade e por Cho e Kende (1997) que verificaram que estas estão envolvidas 

no crescimento do coleóptilo ,raiz e folha. Já na germinação de sementes de tomate foi 

verificado que a região do embrião onde ocorre o maior crescimento é a região onde o gene 

LeEXP8 (expansina) atua , na ponta da radícula (CHEN et al,2001). 

 



 

 

47 
 

 

 

 

Figura 21. Expressão relativa do gene da EXP10 em embrião de sementes de Solanum 

lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento e não condicionadas, 

testemunha, em relação ao período um de embebição. Valores significativos estão 

indicados com um asterisco (*). 

 

 

 

Figura 22. Expressão relativa do gene EXP10 em embrião de sementes de Solanum 

lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento, em relação a testemunha, sem 

condicionamento . Valores significativos estão indicados com um asterisco (*). 
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Na regulação de expansinas, Chen et al. (2001) observaram em 

sementes mutantes de tomate, deficientes em GA que não há expressão de LeEXP8 e 

LeEXP10 quando as sementes são embebidas com água , mais que há quando são 

embebidas com GA. Esta associação com GA também pode ser observado em sementes de   

Datura ferox, espécie  que também apresenta expressão de expansina no embrião e na área 

micropilar, que ao serem expostas  tanto a luz vermelho quanto ao GA aumentam os níveis 

de expressão de expansina (MELLA et al.,2007). Utilizando ABA, em sementes de tomate, 

Chen et al. (2001) verificaram uma redução da expressão em um período em  que as 

sementes teriam atingindo sua germinação total em condições de controle, já em Datura 

ferox, Mella et al.(2007) não verificou nenhuma regulação do gene da expansina pelo 

ABA. 

 

Figura 23. Expressão relativa do gene da α-galactosidase em embrião de sementes de 

Solanum lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento e não condicionadas, 

testemunha, em relação ao período um de embebição. Valores significativos estão 

indicados com um asterisco (*). 
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Figura 24. Expressão relativa do gene da α-galactosidase em embrião de sementes de 

Solanum lycocarpum condicionadas em água, hidrocondicionamento, em relação a 

testemunha, sem condicionamento . Valores significativos estão indicados com um 

asterisco (*). 

Apesar da expressão do gene da α-galactosidase no embrião ter 

sido maior em sementes não condicionada que em sementes condicionada em todos os 

períodos (Figura 24), a expressão deste gene apresentou um pico aos 5 e aos 10 dias de 

embebição, com valores de cerca de 6000 e 50 vezes maior que a o período controle 

(Figura 23). Já em tomate, foi visto que a expressão deste gene não altera antes da 

protrusão da radícula e ao fazer Northern blot foi visto que a expressão desta enzima no 

embrião se inicia em 24 horas e se mantém constante até 72 horas (FEURTADO et al., 

2001). Leung et al. (1979) observaram  que em sementes de alface reguladas pela luz a 

atividade de α-galactosidase é alta até 20 horas de embebição e Hilhorst e Downie (1995) 

concluíram que em sementes de tomate mutantes, deficientes em ABA, a atividade de α-

galactosidase após 44 horas de embebição foi maior que em sementes selvagens. 

Os autores se contradizem em relação à função da enzima α-

galactosidase. Sua presença foi observada no desenvolvimento das sementes de tomate, em 

toda a semente durante e após a germinação, em presença ou ausência de estresse hídrico, 

sendo considerada por esses autores uma enzima constitutiva e não especifica para a pré e 

pós-germinação. Isto também pode representar que o gene α-galactosidase está sendo 

expresso para repor as enzimas que estão sendo degradadas (FEURTADO et al., 2001). 
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O mesmo foi visto por Ataide et al. (2013) que encontrou atividade 

de α-galactosidase antes da embebiçao e após a embebição, de uma forma constante ,  

independente  do lote, maior ou menor germinação e vigor e independente da temperatura. 

Já Bewley e Black (1978) inferiram que a α-galactosidase, antes e após a germinação no 

embrião está envolvida na mobilização de oligossacarídeos de rafinose. Feurtado et al., 

(2001) disse que a α-galactosidase está presente em vários tecidos e por isso esta enzima 

pode não ser especifica pra mobilização de rafinose e galactomananos, mas ela tem um 

maior papel na hidrólise de cadeias laterais de galacatose em vários tecidos. Em lobeira foi 

visto um pico de α-galactosidase para sementes condicionadas tanto no embrião como na 

área micropilar, mostrando que para esta espécie a expressão do gene desta enzima não foi 

constante, logo não se pode considerar esta, uma enzima constitutiva. 

A poligalacturonase é uma enzima que catalisa cadeias laterais de 

pectina e no embrião de sementes de tomate, Sitrit et al. (1999) confirmam a participação 

no crescimento do embrião por algum mecanismo que envolve a radícula, logo a α-

galactosidase poderia estar envolvida neste mesmo mecanismo já que ela também catalisa 

cadeias laterais, só que de galactose. 

Os genes expressos no embrião, que possivelmente estão 

envolvidos no crescimento deste, apresentaram na maioria das vezes, em sementes 

hidrocondicionadas de lobeira, uma menor expressão em relação à testemunha, porém 

também apresentaram um pico de expressão aos 5 dias de embebição, período este que 

representa o início da germinação. Fato que pode estar correlacionado com maior 

crescimento do embrião neste período, levando a uma maior velocidade de germinação, 

menor tempo médio de germinação e a uma maior sincronização, vistos em sementes 

hidrocondicionadas. 
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As enzimas endo-β-mananase, α-galactosidase, β- manosidase 

juntas hidrolisam os galactomananos da área micropilar das sementes enquanto a 

polygalacturonase catalisa cadeias laterais de pectina. A poligalacturonase pode estar 

envolvida no crescimento do embrião por algum mecanismo envolvendo a radícula, que 

também pode ser caso da α-galactosidase quando presente nessa região. As expansinas 

atuam diretamente no crescimento do embrião. Todas essas enzimas estão envolvidas na 

superação da dormência imposta pela resistência provocada pelo endosperma micropilar. 

Na literatura existem muitos trabalhos fazendo esta relação em sementes de tomate. A 

lobeira sendo uma espécie nativa pode ser muito útil em estudos deste tipo em espécies 

comerciais, como o tomate. 

 

 

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

52 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÃO 

Sementes de lobeira quando hidrocondicionadas apresentaram a 

maior velocidade, o menor tempo médio e a maior sincronização de germinação. 

Quando as sementes são hidrocondicionadas, os genes endo-β-

mananase (LeMAN2), α-galactosidase (LeaGal), β- Manosidase (LOC543698), expansinas 

(EXP8 e EXP10) e polygalacturonase (XOPG1) mostram picos de expressão, na região 

micropilar e no embrião das sementes, no quinto dia de embebição. 
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