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USO DE FOSFATASE ACIDA COMO BIOMARCADOR DURANTE A
GERMINACAO DE SEMENTES DE MAMONA (RICINUS COMMUNIS)*
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RESUMO

Uma das principais oleaginosas de relevante importincia econdmica e social ¢ a mamoneira (Ricinus communis
L.); com inimeras aplicagdes na industria e agropecuaria. Amplamente distribuida no Brasil; o seu cultivo pode
ser uma alternativa de sustentabilidade no nordeste brasileiro. Conhecer os mecanismos bioquimicos e
fisiologicos da germinagdo sdo importantes para o melhor aproveitamento da planta. O objetivo desse trabalho
foi usar fosfatase acida como biomarcador durante a germinagdo. No extrato bruto ocorreu a dosagem da
atividade fosfatasica para pNPP; Tyr-Pi e PPi; determinacdo de proteina e fosforo. O pico de atividade
fosfatasica para pNPP foi no sétimo dia; para PPi e Tyr-Pi no nono dia ¢ para PEP apareceu no quinto dia. A
concentragdo de proteina aumenta de acordo com os dias de germinacdo; com pico de atividade no oitavo dia;
sendo coincidente com os picos das atividades fosfatasicas para os substratos utilizados. O contetido de fosforo
inorgdnico diminuiu drasticamente com o tempo de germinacdo e apds o terceiro dia ocorreu uma queda
acentuada de sua concentrag@o. Conclui-se que a fosfatase acida ¢ importante para a germinag@o das sementes e
seu papel estd relacionado com a mobilizagdo de fosfato inorgénico; um dos principais nutrientes para o
desenvolvimento das sementes.
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USE OF ACID PHOSPHATASE AS BIOMARKER DURING THE CASTOR BEAN SEEDS
GERMINATION (RICINUS COMMUNIS)

ABSTRACT

One of the main oil crop of prominent social and economic importance is to mamoneira (Ricinus communis L.);
with countless application in the industry and agricultural. Broadly it distributed in Brazil; his cultivation can be
an alternative of sustainability in the Brazilian northeast. It know the physiological and biochemical mechanisms
of the germination they are important for the best utilization of the plant. The objective of this work was use acid
phosphatase as biomarker during the germination. In the rough extract occurred the dosage of the activity for
pNPP; Tyr-Pi and PPi; determination of protein and inorganic phosphatse. The peak of activity for pNPP was in
the seventh day; for PPi and Tyr-Pi in the ninth and for PEP in the fifth. The concentration of protein increased
according to the days of germination; with peak of activity in the eighth day; being coincidental with the peaks
of the activities for the substrates. The content of inorganic phosphate diminished with the time of germination
and after the third day occurred a fall accentuated of its concentration. We concluded that acid phosphatase is
important for the germination of the seeds and his paper is related with the mobilization of inorganic phosphate;
the main nutrients for the development.

Keywords: Ricinus communis; castor bean; acid phosphatase; germination; biomarker.
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1. INTRODUCAO

As fosfatases acidas sdo enzimas que
catalisam a hidrélise de monoésteres
fosfatos e usualmente exibem pH 6timo
abaixo de 6;0. S3o amplamente
distribuidas na natureza; ocorrendo em
microorganismos; animais e plantas.
Foram detectadas em plantas superiores
(BOROUGHS; 1954); folhas de trigo
(ROBERTS; 1956); milho (SLACK et al;
1969); tabaco (SHAW; 1966); tubérculos
de batata doce (UEHARA et al; 1974);
bulbos (GUO & PESACRETA; 1997;
SHIMANQO; et al; 2001); nodulo de raizes
de soja (PENHEITER et al; 1997); raizes
(ZHANG & McMANUS; 2000) no latex
da Hevea brasiliensis (JACOB &
SONTAG; 1974); em gérmen de trigo
(KAWARASAKI et al; 1996); em
sementes de amendoim (BASHA; 1984);
de girassol (PARK & VAN ETTEN;
1986); de algoddio (BHARGAVA &
SACHAR; 1987); de soja (FERREIRA et
al; 1998); de mamona (GRANIJEIRO et al;
1999); em
(PASQUALINI et al; 1992) e em cultura
de endosperma de milho (MIERNYK;
1992).

coléptilos da  cevada

A grande importancia fisiologica da
FAc se deve a sua participacao no processo
de germinacdo e maturagdo. Neste periodo;
provavelmente por ag¢do de hormonios

como a acido giberélico; e em condigdes

de auséncia de fosfato (FERNANDEZ &
ASCENCIO; 1994; BOSSE & KOCK;
1998) sua atividade esta sempre aumentada
e algumas vezes; surgem outras isoformas
ativas (GABARD & JONES; 1986;
BISWAS & CUNDIFF; 1991). Estas
enzimas estdo intimamente relacionadas
com o metabolismo do foésforo nas plantas
(DUFF et al; 1994; TARAFDAR &
MARSCHNER; 1994). Relata-se ainda que
a excrecdo da FAc esteja associada aos
niveis de fosfato inorganico; sendo
possivelmente regulada pelo nivel deste
ion no meio de cultura (GOLDSTEIN et al;
1988; MIERNYK; 1992). DEWALD et al.
(1992) demonstraram ainda a existéncia de
duas glicoproteinas de estocagem na soja
com atividade fosfatdsica e que podem
liberar fosfato inorganico (Pi) de varios
substratos como B-naftilfosfato;
carboxifenil-fosfato; acticares fosfatados;
gliceraldeido-3-fosfato; di-hidroxiacetona
fosfato; fosfoenolpiruvato; ATP; ADP;
pirofosfato inorgénico e polifosfatos de
cadeia curta. Essas glicoproteinas seriam
importantes no periodo de
desenvolvimento e em resposta a estimulos
externos como deficiéncia de 4gua e

ferimentos.

Paralelamente; outro aspecto de
grande importancia ¢ o controle de
processos  metabolicos nas  plantas
superiores através de modificagdes pos-

traducdo via fosforilagdo e desfosforilagdo
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(TREWAVAS; 1976; LIN & KEY; 1980;
BUDDE & CHOLLET; 1988; CHUNG &
POLYA; 1992; ARINO et al; 1993; GUO
& ROUX; 1995); da mesma forma como o
que ocorre em animais (KREBS &
BEAVO; 1979, COHEN; 1989; JIA Z.;
1997). MacKINTOSH & COHEN (1989)
relataram que as técnicas para identificagdo
e quantificagdo de proteinas fosfatases em
células animais eram aplicaveis para as
plantas superiores. A despeito destes fatos;
poucos relatos existem sobre a atividade
SER/Thr-proteina fosfatase em plantas
(YANG et al; 1987; POLYA &
HARITOU; 1988; CHENG & TAO; 1989;
MacKINTOSH et al; 1991; YUPSANIS et
al; 1993; JIA; 1997).

Em 1996; SMITH & WALKER
publicaram uma revisdo sobre proteina
fosfatase em plantas; mostrando que
modificacdes poés-traducdo de proteinas
por fosforilagdo sdo um mecanismo
universal para regulacdo de diversas
fungdes biologicas; bem como discutiram
avancos recentes para o entendimento da
estrutura; regulacdo e fun¢do de proteinas

fosfatases em plantas.

Em plantas; algumas fosfatases
acidas tém demonstrado atividade proteina
fosfatase; GELLATLY et al (1994)
purificaram uma FAc de tubérculos de
batata com caracteristicas de uma proteina

tirosina fosfatase. As FAc purificadas de

bulbo de cebola (GUO & PESACRETA;
1997) e nddulo de raizes de soja
(PENHEITER et al; 1997) reconheceram
também como substrato tirosina-fosfato;

além de outros compostos fosforilados.

As sementes conttm um embrido
dormente e esta estrutural e
fisiologicamente equipada para seu papel
como unidades de dispersdo; contendo
reservas de alimentes para sustentar o
crescimento da  planta até  seu
estabelecimento como auto-suficiente. Ao
final do desenvolvimento da semente; o
conteudo de agua pode cair de 90% para
5% (BEWLEY & BLACK; 1986). Para o
embrido reassumir seu crescimento a
semente deve germinar; um processo
dependente de fatores externos e internos
(dorméncia) e fatores ambientais incluindo
agua; temperatura e oxigénio. O sucesso do
novo individuo ¢ largamente determinado
pelas  caracteristicas

bioquimicas da semente (BEWLEY &
BLACK; 1986). Os cotilédones de

fisiologicas e

leguminosas  contém  principalmente
materiais de reserva que suplementam o
embrido durante a germinagdo (BISWAS

et al; 1996).

Inimeros s3o os eventos que
ocorrem durante a germinagdo; os quais
comecam com a absor¢do de agua pela
semente quiescente seca e completam

quando uma parte do embrido; usualmente
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a radicula; estende para penetrar as
estruturas que a circundam. Estes eventos;
na germinagdo; incluem; por exemplo;
hidratacio de  proteinas; mudangas
estruturais subcelulares; respiragdo; sintese
de macromoléculas e elongacdo celular. O
visivel indicio de que a germinacdo esta
completa ¢ a protusdo da radicula ao redor
das estruturas do embrido; o resultado €
algumas vezes conhecido como
germinagdo visivel. Eventos subseqiientes;
incluindo a molibizacdo dos maiores
estoques de reservas; estdo associados com
o crescimento da plantula (BEWLEY &

BLACK; 1986; BEWLEY; 1997).

As estruturas e enzimas necessarias
para a retomada inicial da atividade
metabodlica estdo presentes na semente. A
atividade de enzimas hidroliticas bem
como sua fun¢do metabolica nos
cotilédones das sementes aumenta com a
germinacdo para liberar o material de
reserva para o crescimento do embrido
(BISWAS et al; 1996). Estas atividades
enzimaticas nos cotilédones sao
aumentadas por um anexo do embrido;
sugerindo que had alguma comunicacio
entre os cotilédones e o embrido para

regular a hidrdlise do material de estoque

de acordo com seu requerimento.

Durante a germinagdo; as fosfatases
acidas  parecem ter uma  grande

importancia; pois neste periodo sua

atividade estd sempre aumentada e
algumas vezes; surge outra isoforma ativa.
BISWAS & CUNDIFF (1991) purificaram
quatro fosfatases acidas (PI; APII; APIII E
APIV) das sementes de Vignia sinensis
com 96 horas de germinacdo. As fracdes
API e APII sdo proteinas constitutivas;
enquanto APIIl e APIV sdo expressas apos
4 a 15 horas de germinagdo. BHARGAVA
& SACHAR (1987) observaram um
aumento de aproximadamente 16 vezes na
atividade da fosfatase 4acida durante os
estagios de germinagdo de embrides de
algoddo. Neste trabalho; eles mostraram
que a FAc durante germinacdo era ativada
pela sintese de novo da enzima. ULLAH &
GIBSON (1988) purificaram uma FAc a
partir de cotilédones das sementes de soja
em germinacdo; através de fracionamento
com sulfato de amodnio e cromatografias de
troca 10nica; afinidade e
cromatofocalizagdo. Com estas técnicas foi
possivel obter uma enzima com ampla
substratos;

especificidade pelos

principalmente por pNPP.

O aparecimento de novas isoformas
durante a germinacdo ainda ndo ¢
entendido; ha a hipdtese que hormodnios
como acido giberélico (GA3); 4cido
abscisico (ABA); auxina (IAA); 4cido
jasmoénio (JA) e metil jasmoénio (MJ);
importantes na germinacdo; estejam
envolvidos neste processo. Dua (1985) et

al. e colaboradores observaram que
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sementes de mamona tratadas com GA3
em diferentes periodos de embebicao;
tiveram a atividade fosfatasica aumentada;
durante a germinag¢do. Gabard & Jones
(1986) mostraram que havia um aumento
de cerca de trés vezes da FAc da camada
aleuronica de cevada; quando as mesmas
eram embebidas e incubadas por 18 horas
em tampao contendo 50uM de GA3. Em
outro trabalho; PFEIFFER (1996) estudou
a inducdo de atividade fosfatasica
extracelular em coledptilos de milho pelo
IAA; o qual também observou um aumento
(46%) de atividade. SHIH & KAO (1998)
estudaram a inducdo da atividade de FAc
em folhas de arroz pelo MJ; e foi
observado que MJ e JA aumentaram a
atividade dessa enzima até cinco vezes.
Eles sugeriram que a atividade fosfatasica
metil jasmonato induzida ¢ devido a

sintese de novo da fosfatase acida.

A mamona Ricinus communis L. faz
parte da familia Euphorbiaceae. Apresenta
grande potencial de exploragdo econdmica;
tendo o nordeste brasileiro um importante
produtor. Trata-se de uma planta com
grande capacidade de produzir biomassa;
sendo as folhas utilizadas como alimento
pelo bicho-da-seda; as hastes podem ser
utilizadas na fabricac¢do do papel e a partir
das sementes é possivel obter a torta da
mamona € o Oleo de mamona.

(CAVALCANTI et al; 2005).

Segundo Severino e colaboradores
(2008); a mamoneira ¢ capaz de crescer em
uma grande variedade de solos; com teores
de nutrientes bastante variaveis; mas em
solos inférteis; a produtividade ¢ baixa e a
tolerancia da planta a pouca chuva ¢
freqlientemente confundida com tolerancia

a baixa fertilidade.

Com a crescente demanda de
combustiveis de fonte renovavel a mamona
surge como alternativa potencial para a
producdo de oOleos capazes de serem
transformados em combustiveis para a
substitui¢do parcial e/ou total aos de
origem fossil. Seus produtos e subprodutos
sdo utilizados até na propria agricultura. A
temperatura ideal para o crescimento desta
oleaginosa varia de 20° C a 30° C; sendo a
otima 28° C; entretanto; seu cultivo €
possivel em temperaturas de até¢ 33°C. A
altitude ¢ um fator limitante para a
producdo da mamoneira; sendo
recomendado o intervalo entre 300 e
1500m; grandes altitudes comprometem o
rendimento  industrial das  sementes
(HEMERLY; 1981); o que facilita a sua
produgdo no nordeste brasileiro. E
encontrada espontaneamente em varias
regides; sendo o estado da Bahia o
responsavel por cerca de 90% da produgdo
nacional. Outros estados do nordeste e os

estados de Minas Gerais; Sdo Paulo e

Paran4; completam a produgao nacional.
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Apesar dos  poucos  estudos
relacionados a germina¢cdo de mamona;
Junior e colaboradores demonstraram; em
2008; a influéncia do stress hidrico na
mamoneira; que apresentou produtividade
diminuida sob  déficit  hidrico. E
considerada resistente a condi¢des de baixa
precipitacao; apresentando-se ~ como
alternativa de gera¢do de renda para o
semi-arido. Cavalcanti e colaboradores
(1995) verificaram que a salinidade da
agua ndo interferiu no processo de
germinacdo e nem no indice de velocidade
de emergéncia; mas o numero de folhas;
diametro do caule; a altura de planta e
fitomassa da parte aérea; tiveram

decréscimo linear com aumento da

salinidade.

A importancia deste trabalho ¢
contribuir para a elucidacao dos processos
de germinacdo utilizando a fosfatase 4cida;
uma enzima fundamental para o
desenvolvimento da  planta; como
biomarcador em fun¢do do meio nutritivo;
com micro € macronutrientes. Além do
mais; hd a importancia econdmica que essa
cultura representa como uma alternativa
vidvel para o desenvolvimento de regides
como o nordeste; de pouco aproveitamento
para o plantio; as suas inumeras aplicagdes
industriais e a rica fonte de energia

renovavel proveniente de sua biomassa.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

As sementes de mamona IAC 80
(Ricinus communis L.) foram gentilmente
cedidas pelo departamento de oleogenosas
do Instituto Agronémico de Campinas -

IAC.

Todos os reagentes utilizados no

presente  trabalho  apresentam  grau

analitico.

2.2. Metodologia
2.2.1 Germinagao

Primeiramente as sementes de
mamona foram embebidas em 4gua
durante um periodo de 6 h. Em seguida;
foram transferidas para bandejas com
vermiculita; levadas a uma camara de
germinagdo de temperatura controlada

(280C); em escuro.

A cada 24 h de germinagdo num
periodo total de 10 dias; 10 plantulas foram
retiradas da cdmara e lavadas em 4agua
destilada. Entdo; foram pesadas e medidos
os comprimentos da raiz (ou radicula nos 2
primeiros dias de germinacdo) e da parte
aérea das plantulas; com o auxilio de uma
régua. As medidas foram tomadas em

centimetro.

2.2.2. Obtengao do extrato
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Foram utilizadas 10 plantulas de
mamona; embebidas em tampao acetato de
sodio 0;1 M; pH 5;0 (1/6) gelado. Em
seguida; as plantulas foram trituradas em
Waring Blendor (com regulador de
voltagem em 55); velocidade maxima;
durante 30-60 segundos. O homogeneizado
obtido foi centrifugado a 10.000 x g por 20
min em centrifuga refrigerada Beckam J2-
21. O sobrenadante foi filtrado em gaze;
desta forma retirando-se  particulas
grosseiras e  materiais  insollveis;
resultando no homogenato. Em seguida;
foram dosadas as atividades enzimaticas

para os seguintes substratos: pNPP; Tyr-Pi
e PPi.

2.2.3 Dosagem da atividade enzimatica

Para a determinagdo da atividade da
fosfatase acida; a amostra foi diluida;
imediatamente antes do ensaio; em tampao
acetato 100 mM; pH 5;0; de modo a
proporcionar uma absorbancia em torno de

0;4; no comprimento de onda de acordo

p - Nitrofenil Fosfato + =& ZO

meicalealing

p - Nitrofenol

* Absorve em 405 nm

2.2.3.2 Dosagem do fosfato

Este método foi utilizado no caso de

substratos diferentes do pNPP; como Tyr-

Enzima

com o método utilizado. A atividade
enzimatica foi determinada por dois
métodos; dependendo do produto formado:

p-nitrofenol ou fosfato.

2.2.3.1 Dosagem do p-nitrofenol

A atividade  enzimatica  foi
determinada a 37 [IC; em presenca de
pNPP 5 mM; tampdo acetato 0;1 M (pH
5;0) e enzima; em um volume final de 1
mL. A rea¢do foi paralisada apds 10
minutos a adi¢cdo da enzima; com 1 ml de
hidroxido de so6dio 1 mol L-1. A
absorbancia foi medida a 405 nm como
esquematizado abaixo. Uma unidade
enzimatica (UE) ¢ definida como a
quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 micromol de p-nitrofenol por
minuto. O coeficiente de extingdo molar do
p-nitrofenolato ¢ 1;83x104 M-lcm-1 em
meio alcalino. A atividade especifica
(A.E.) ¢ definida como UE por mg de
proteina. As reagdes estdo descritas a

seguir:

p - Nitrotenol + Fosfato inorganico

p - Nitrofenol ato*

Pi e PPi; os quais foram utilizados numa

concentracao final de 5 mM.
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O procedimento foi como descrito
em (a); exceto que a paralisa¢do da reagdo
ocorreu pela adicdo de 1 mL de molibdato
de amonio 3% (em tampao acetato 0;2 M;
pH 4;0). A coloragao do complexo fosfo-
molibdico foi desenvolvida pela adicdo de
acido ascorbico 1% (em tampdo acetato

0;2 M; pH 4;0); como redutor; de acordo

com o método descrito por LOWRY &
LOPEZ (1945). A absorbancia foi medida
a 700 nm; 30 minutos apds a adicdo do
acido ascorbico. O coeficiente de extingao
molar para o complexo reduzido ¢ 4.000
M-1cm-1. As reacdes sao mostradas a

seguir:

ROP + H.,0 2122 . poH + Fosfato inorganico

2

Molibdato  de Amonio

Fosfato inorganico —=———=%- ==

LRt s Fosfomolib dato

Fosfomolib dato —45€0T0a0 o Az de Molibdenio *

* Absorve em 700 nm

2.2.4 Determinagao de proteina

A proteina foi quantificada pelo
método de Lowry; como descrito por
HARTREE (1972); utilizando a albumina
de soro bovino como padrdo. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de 2;0 mL do
Reagente C a 0;2 mL da amostra. Apos 10
min; adicionou-se 0;2 mL do Reagente de
Folin-Ciocalteau (1:1). A leitura da
absorbancia foi realizada a 660 nm 30 min
ap6s a adicdo do reagente de Folin-
Ciocalteau a temperatura ambiente.
Reagente A - Carbonato soédio 2% em
NaOH 0;1 M; Reagente B - CuSO4.5.H20
0;5% em Citrato de Sodio 1%; Reagente C
- 1 mL Reagente B + 50 mL Reagente A e
Reagente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1
em H20).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O passo inicial do estudo de
germinagcdo de sementes de mamona foi
padronizar as condi¢des do experimento.
Assim como demonstrado por LAGOA
(1983); as sementes de mamona foram
previamente embebidas em agua Milli Q
por um periodo de 6 horas; a fim de se
quebrar o periodo de dorméncia das

sementes.

A Figura 1 A mostra o crescimento
das plantulas em relagdo ao tempo de
germinagdo de 10 dias em camara de
germinagdo com temperatura controlada de
280C; no escuro. Assim pode-se observar
que o crescimento foi bastante acentuado e
sem desaceleracdo a partir do terceiro e
quarto dias; para raiz e caule;

respectivamente.
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Figura 1. Crescimento e peso das plantulas. As sementes de mamona foram germinadas de
acordo com métodos 3.2.1. Para uma quantidade de 10 plantulas foram
mensuradas; durante a germinagdo; os comprimentos do caule; raiz e folha (A) e o

peso total fresco (B).

O aumento da raiz proporcional ao
aumento do caule era esperado; pois as
raizes sdo importantes para a mobilizagdo
de do
(SCHACHATMAN et al; 1998). Por outro
lado;

somente a partir do sétimo dia e tornou-se

fosforo  proveniente solo

o crescimento da folha ocorreu

constante a partir do oitavo dia.

O peso da plantula apresentou um
crescimento acentuado de acordo com o
aumento dos dias de germinagdo; como
demonstrado na Figura 1 B. Um fato
curioso € que a partir do sexto dia o peso
seco das plantulas duplicou; em uma
propor¢do que nao ocorreu com 0S

tamanhos de raiz e caule das plantulas. Isto

pode ser devido a expressio de novas
proteinas ou a biossintese de reservas

energéticas para a planta; como o amigo.

Apos a determinacdao das condicdes
ideais de germina¢do das sementes de
mamona; procuramos determinar o perfil
de atividade fosfatdsica  utilizando
diferentes substratos; tais como pNPP;

Tyr-Pi; PPi; PEP e ac. fitico.

De acordo com a Figura 2 podemos

observar que o pico de atividade
fosfatasica na presenca do substrato pNPP
foi no sétimo dia; enquanto que para PPi e
Tyr-Pi o pico apareceu no nono dia e para

PEP apareceu no quinto dia de germinagao.
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Figura 2. Caracteristicas da fosfatase acida de sementes de mamona durante a germinagao;

utilizando diferentes substratos. As sementes foram germinadas a 280C; e o

extrato bruto abtido; foram determinados as atividades usando como substrato

pNPP; PPi; Tyr-Pi; AcF e PEP.

Também podemos notar que a
atividade fosfatdsica para o pNPP foi
bastante superior quando comparado com

0S outros substratos.

Diferentemente; a atividade da
fosfatase acida na presenga do acido fitico;
uma importante fonte de fosfato por se
tratar de um composto hexafosfato;
praticamente ndao ocorreu nesta variedade
de mamona; fato este também observado
para a germinagdo de soja (PRAZERES;
2004). Por outro lado; Ullah & Gibson

(1998) demonstraram que uma outra
variedade de soja apresentou pico de
atividade fosfatasica para o acido fitico em
torno do décimo dia. Vale ressaltar que
também ndo foi observado atividade
fitasica nas 4 isoformas de FAc. de
sementes quiescentes de soja (FERREIRA
et al; 1998a) e para a fracio API
purificada das sementes de mamona

(GRANIJEIRO et al; 1997).

No extrato das plantulas determinou-

se o teor de proteinas totais e de fosfato
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inorganico (Figura 3). De acordo com o
grafico de dosagem de proteina pode-se
observar que a sua concentracdo aumenta
de acordo com o aumento dos dias de
germinagdo; com o seu pico de atividade
em torno do oitavo dia de germinagdo. Este
pico de concentracio de proteinas ¢
coincidente com o aparecimento de
maiores atividades fosfatdsicas para os
diferentes substratos utilizados. Portanto;
pode-se sugerir que nesta fase ocorre maior
expressdo de proteinas nas plantas. Bewley
(1997) relatou que durante a germinagdo ¢
comum a sintese de proteinas; uma vez que
todos 0s componentes necessarios para a
retomada da sintese protéica estarem
presentes no embrido maduro das
sementes. Além do mais; RNAm pré-
formados estdo presentes no embrido seco;
sendo  responsdveis pela mensagem
residual associada com os processos de
desenvolvimento prévio (COMAI &
HARADA; 1990; LANE; 1991) e que
podem ser usados transitoriamente durante
o periodo da germinagdo. Todavia,
algumas mudancas em RNAm de embrides
e proteinas sintetizadas; essenciais para o
suporte do metabolismo celular normal;
ocorrem durante a germinacao de algumas
espécies de monocotiledoneas como o
milho (SANCHES- MARTINEZ & PAGE;
1986); dicotiledoneas como a ervilha

(LALONDE e BEWLWY; 1986) e

coniferas como os pinheiros (MULLEN et
al; 1996).

Ja o conteudo de fosforo inorganico
diminui drasticamente com o tempo de
germinagdo.  Esta  diminuigdo  esta
relacionada com a sua utilizacdo como um
importante micronutriente para as plantas;
sendo também um dos constituintes dos
acidos nucléicos; fosfolipifios e ATP
(SCHACHATMAN et al; 1998). Além do
mais; o fosfato esta envolvido no controle
de reacdes de enzimas chaves na regulacao
das vias metabolicas (THEODORU &
PLAXTON; 1993). E interessante observar
que ¢ justamente a partir da queda da
quantidade de fosfato que a atividade
enzimatica da fosfatase acida tende a
aumentar. O aumento da atividadade
fosfatasica para o PPI a partir do sétimo
dia de germinagdo poderia ser uam forma
de suprir; suficientemente € com menos
custo energético, as necessidades de
fosfato  para 0 crescimento e
desenvolvimento da mamona; e assim nao

sendo necessario a biossintese de uma

fitase.

A partir do terceiro dia do pico de
fosfato; ocorre uma queda acentuada de
sua concentracdo; isso porque justamente
nesta fase ocorre maior utilizagcdo; por
parte da planta; de fosforo para o seu

desenvolvimento.
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Figura 3. Dosagem de proteina total e fosfato inorganico (Pi) durante a germinagdo. Para uma
quantidade de 10 plantulas foi obtido o extrato; do qual nos varios dias de
germinagdo foram obtidos os conteudos de proteinas totais (A) e de fosfato

inorganico (B).

Paralelamente; podemos observar um
aumento acentuado de proteinas; e esse
aumento pode estar relacionado com
aumento da expressao de fosfatase acidas;
uma vez que estas enzimas S3ao 0Os
componentes intra e  extracelulares
responsaveis; em plantas; da deficiéncia de
fosforo (GOLDSTEIN et al; 1988). Além
do mais; a regulacdo destas enzimas ¢
critica para que a planta sobreviva em
solos que tenham quantidade limitante de
fosforo (DUFF et al; 1991). Em 1990;
Kummerovd & Buresova demonstraram
um aumento da atividade fosfatisica em
dois genotipos de raizes de milho quando
as mesmas foram submetidas a uma
fosforo

deficiéncia de exogeno. A

deficiéncia de fésforo com o aumento da
atividade fosfatasica em milho também
evidenciada por Fries et al. (1992);
demonstrando o papel chave desta enzima
na mobilizacdo de fosforo em plantas.
Sabendo da importancia na enzima na
germinagdo da semente; fica evidente que
qualquer alteragdo nas condigdes de
germinagao pode afeta-la e
consequentemente afetar a sua germinacao.
As alteracdes podem estar relacionadas
com a presenca de herbicidas; inseticidas e
fatores ambientais. Desta forma; pode-se
utilizar a enzima como um biomarcador e

alteracdes no seu comportamento estardo

associados com mudancas na germinagao e
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que pode ocasionar perda ou diminui¢ao da

produtividade da planta.
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