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RESUMO 

SILVA, Nilo Cesar Queiroga, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2017. 
Indução da biossíntese do ácido abscísico e seu papel no metabolismo do etileno 
associado a germinação de sementes de Stylosanthes humilis H.B.K. sob estresse 
salino. Orientador: Dimas Mendes Ribeiro. Coorientadores: Genaina Aparecida de Souza 
e Agustin Zsögön. 
 

O estabelecimento de uma população de plantas depende dos aspectos adaptativos da 

germinação de suas sementes. Em condições de laboratório, têm-se indicações de que a 

habilidade das sementes de Stylosanthes em produzir etileno confere tolerância ao 

estresse salino durante o processo de germinação. Até o momento, no entanto, as vias 

regulatórias que conectam o controle da biossíntese do etileno com a germinação das 

sementes sob condição de estresse salino não são, ainda, conhecidas. Assim, sementes de 

S. humilis foram escarificadas e transferidas para placas de Petri de vidro ou frascos 

Erlenmeyer e tratadas com solução de NaCl, ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano 

(ACC), fluridona e ácido abscísico (ABA), mantendo as no escuro, em câmara de 

crescimento. Quantificou-se a produção de etileno e ABA em cromatógrafo a gás e 

cromatografia líquida de ultra performance, respectivamente. Avaliou-se as ações 

integrativas entre o estresse salino e o metabolismo do etileno no controle da germinação 

de sementes de estilosante. Os resultados mostram que os efeitos inibitórios do NaCl 

sobre a germinação de sementes de S. humilis e a biossíntese de etileno foram revertidos 

por solução do ACC ou fluridona. Além disso, aumento na biossíntese do ABA foi 

observado quando as sementes foram tratadas com NaCl. Sob condição de estresse salino, 

as sementes também exibiram maiores níveis de aminoácidos e açúcares em relação ao 

controle (água desionizada). Entretanto, os níveis de ácidos orgânicos diminuíram em 

sementes tratadas com NaCl. Assim, o etileno parece ser essencial para acoplar o 

metabolismo primário ao processo de germinação das sementes de S. humilis sob 

condição de estresse salino. Esses resultados em conjunto indicam que o efeito do NaCl 

na germinação de sementes de S. humilis é uma consequência do aumento dos níveis de 

ABA promovida pela alta concentração de Na+, que induziu a inibição da biossíntese de 

etileno. Dessa forma, o ABA funcionaria como um sinal necessário para a sobrevivência 

das sementes de S. humilis sob condição de estresse salino. 
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 ABSTRACT  

SILVA, Nilo Cesar Queiroga, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2017. 
Induction of abscisic acid biosynthesis and its role in the ethylene metabolism 
associated with germination of Stylosanthes humilis H.B.K. seeds under salt stress. 
Adviser: Dimas Mendes Ribeiro. Co-advisers: Genaina Aparecida de Souza and Agustin 
Zsögön. 
 
 

The establishment of a plant population depends on the adaptive aspects of the 

germination of its seeds. In laboratory conditions, there is evidence that the ability of 

Stylosanthes seeds to produce ethylene gives tolerance to salt stress during the 

germination process. Nowadays, however, regulatory pathways that control the ethylene 

biosynthesis with seed germination under salt stress conditions are not yet known. Thus, 

S. humilis (Townsville stylo) seeds were scarified and transferred to glass Petri dishes or 

Erlenmeyer flasks and treated with NaCl solution,  1-aminocyclopropane-1-carboxilic 

acid (ACC), fluridone and abscisic acid (ABA) solution, keeping in the dark, at a growth 

chamber. The production of ethylene and ABA in gas chromatograph and ultra-

performance liquid chromatography were quantified, respectively. The integrative actions 

between saline stress and ethylene metabolism in the control of germination of 

Townsville stylo seeds were evaluated. The results showed that the inhibitory effects of 

NaCl on germination and ethylene biosynthesis of S. humilis seeds were reversed by ACC 

or fluridone solution. In addition, increase in ABA biosynthesis was observed when the 

seeds were treated with NaCl. Under salt stress condition, the seeds also exhibited higher 

levels of amino acids and sugars as compared with control (deionized water). However, 

organic acid levels decreased in seeds treated with NaCl. Thus, ethylene seems to be 

essential for coupling the primary metabolism to the germination process of S. humilis 

seeds under salt stress conditions. Together, these data indicate that effect of NaCl on S. 

humilis seed germination is a consequence of increased ABA levels promoted by high 

Na+ concentration, which induced inhibition of ethylene biosynthesis. Thus, the ABA 

would act as a necessary signal for the survival of S. humilis seeds under salt stress 

conditions. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Stylosanthes é um gênero da família Fabaceae com mais de 40 espécies 

distribuídas em áreas tropicais e subtropicais da Ásia, África e América do Sul (Costa e 

Ferreira 1984, Costa 2006). Na América do Sul, o Brasil é o mais importante centro de 

diversidade do gênero, sendo encontrado em suas regiões central e nordeste (Stace e 

Cameron 1984, Williams et al 1984). S. humilis é uma espécie muito importante de 

Stylosanthes, sendo utilizadas em uma grande variedade de sistemas agrícolas (Costa e 

Ferreira 1984, Edye 1987). Adapta-se bem aos solos de baixa fertilidade e com elevada 

concentração de sais e tem contribuído para melhoria da qualidade das pastagens em 

regiões tropicais e subtropicais (Costa 2006, Santos-Garcia et al 2012).  

Como muitas outras espécies da família da Fabaceae, a germinação das sementes 

de S. humilis é regulada pela impermeabilidade dos tegumentos a gases e água (Moïse et 

al 2005, Smýkal et al 2014). A barreira tegumentar constitui um dos fatores fundamentais 

para persistência e regeneração dessa leguminosa forrageira em pastagens, garantindo a 

manutenção da espécie em condições adversas do meio ambiente (Long et al 2015). Essa 

barreira pode ser quebrada por altas temperaturas e escarificação mecânica ou química 

(Anand et al 2011). Além da dormência física, sementes de S. humilis apresentam também 

dormência fisiológica (Vieira e Barros 1994). A dormência fisiológica é muito acentuada 

logo após sua maturação e vai sendo perdida gradualmente, até tornarem-se 

completamente germináveis, aos 12-15 meses de idade pós-colheita (Vieira e Barros 

1994). A dormência fisiológica de sementes de S. humilis pode ser superada com ácido 

1-carboxílico-1-aminociclopropano (ACC), precursor imediato do etileno (Silva et al 

2014) ou ácido 2-cloroetilfosfônico (CEPA), uma substância liberadora de etileno no 

interior das células (Ribeiro e Barros 2006). O requerimento por etileno é confirmado 

pela inibição da germinação de sementes não-dormentes por inibidores da síntese e da 
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ação do etileno, como a aminoetoxivinilglicina (AVG), e íons Co2+ e Ag+ (Pelacani et al 

2005, Ribeiro e Barros 2006). O etileno, portanto, seria um dos princípios requeridos para 

a quebra da dormência fisiológica e germinação das sementes de S. humilis.  

O etileno é derivado do aminoácido metionina, que é convertido em S-adenosil-

L-metionina (SAM), por ação da enzima sintase do SAM que, por sua vez, é convertido 

em ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano (ACC), por ação da enzima sintase do ACC 

(ACS). A etapa final da biossíntese do etileno é mediada pela enzima oxidase do ACC 

(ACO), que converte o ACC em etileno (Wen 2015). O etileno tem-se mostrado essencial 

para a germinação de diversas outras espécies, como Lepidium sativum (Linkies et al 

2009), Arabidopsis thaliana (Wilson et al 2014), Lactuca sativa (Chen et al 2016), 

Cucumis sativus (Wang et al 2011) e várias outras. Além do etileno contribuir para a 

germinação das sementes, tem sido proposto que a produção deste regulador durante o 

processo de embebição pode antagonizar a inibição da germinação promovida por 

estresse do ambiente, tais como, temperatura elevada, metais pesados e salinidade (Wang 

et al 2011, Steffens 2014, Silva et al 2014).  

A germinação das sementes é uma etapa importante e vulnerável do ciclo de vida 

das plantas e determina o estabelecimento e o crescimento das plântulas (Bewley et al 

2013). Assim, o estabelecimento de uma população de plantas depende dos aspectos 

adaptativos da germinação de suas sementes. Neste contexto, os hormônios são 

responsáveis em modular respostas fisiológicas adequadas sob condições de estresse do 

ambiente (Willis et al 2014). Em solos salinos, a toxicidade do íon sódio é o principal 

fator limitante ao crescimento vegetal, sendo inicialmente expresso por uma redução do 

crescimento radicular (Zhu 2003, Chaves et al 2009). Mais de 60 milhões de hectares de 

terras agricultáveis estão contaminadas por altas concentrações de sal (FAO 2011). Nos 

últimos anos, muitos esforços têm sido feitos para elucidar os mecanismos de tolerância 

das plantas à toxicidade aos solos salinos (Munns e Tester 2008). Em contraste, estudos 
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que mostram o efeito integrado do estresse salino sobre a germinação são, ainda, pouco 

explorados. No entanto, alguns trabalhos de caracterização de efeitos regulados pelo 

estresse salino durante a germinação das sementes têm produzido resultados 

interessantes. Por exemplo, Wang et al (2011) verificaram que as sementes de pepino 

(Cucumis sativus) exibiram uma germinação aumentada sob condição de estresse salino 

quando expostas ao etileno juntamente com soluções de brassinosteróides. Além disso, a 

capacidade das sementes de Stylosanthes em produzir etileno conferiu tolerância ao 

estresse salino durante o processo de germinação (Silva et al 2014). Diferentes receptores 

de etileno como ETR1 e ETR2 (ETHYLENE RECEPTOR1, 2) influenciaram a 

sensibilidade ao ácido abscísico (ABA) acelerando ou retardando o processo de 

germinação de sementes de Arabidopsis thaliana em condições de estresse salino (Wilson 

et al 2014). Juntos, estes resultados mostram uma flexibilidade excepcional deste 

regulador gasoso no controle da germinação de sementes. 

O ABA é bem conhecido por ter um papel importante no estabelecimento da 

dormência e na germinação das sementes (Linkies et al 2009, Corbineau et al 2014). Além 

disso, é capaz de antagonizar a produção de etileno, tendendo acumular-se em plantas que 

sofrem de estresse salino (Wilson et al 2014). Em estudo recente, Wang et al (2015) 

mostraram que a superexpressão do fator de transcrição SMR1 (SALT-RELATED 

MYB1), aumentou a biossíntese do ABA em sementes de Arabidopsis thaliana. Ademais, 

a regulação da biossíntese do ABA em sementes pode ocorrer pela ação da enzima 9-cis 

epoxicarotenoide dioxigenase (NCED) induzida por altas concentrações de NaCl (Arc et 

al 2013). Até o momento, no entanto, pouco é conhecido sobre os efeitos do estresse 

salino nas inter-relações entre o etileno e o ABA no controle da germinação de sementes, 

particularmente em espécies de sementes tropicais. Uma melhor compreensão do 

mecanismo de ação do estresse salino na germinação das sementes certamente levará a 

um melhor aproveitamento das áreas afetadas pela alta concentração de sal. Permitirá 
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também o desenvolvimento de tecnologias mais apropriadas para a preservação e 

utilização do ambiente. Assim, os objetivos do presente estudo foram: (i) investigar os 

possíveis efeitos do estresse salino sobre a germinação de sementes de S. humilis, 

examinando suas inter-relações com a via biossintética do etileno associados com os 

níveis de ABA nas sementes. (ii) Compreender as ações integrativas entre estresse salino 

e o etileno no controle do metabolismo primário das sementes em germinação.  

 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 Material vegetal e condições de cultivo 

 

Plantas de S. humilis H.B.K. foram cultivadas em casa de vegetação, na 

Universidade Federal de Viçosa (20º 45'S, 42º 15'W), Viçosa, Minas Gerais, em vasos de 

plástico com capacidade de 3,5 L, contendo duas partes de solo tipo latossolo, uma parte 

de areia e uma parte de esterco bovino. A adubação foi de 5 g vaso-1 de N-P-K (20-05-

20), dividido em duas aplicações durante o ciclo de vida da planta. A irrigação foi feita 

diariamente, de forma a manter-se o solo próximo à capacidade de campo. Devido à 

espécie se comportar como planta de dia curto (Cameron e 'tMannetje 1977), nos meses 

do ano com dias mais longos (dezembro a março), as plantas foram cobertas com tecido 

preto, reduzindo o período de luz para 8 horas diárias, para promover a indução da 

floração. As sementes produzidas foram colhidas periodicamente e armazenadas em 

sacos de papel em condições de laboratório (25 ± 3 °C). 
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2.2 Germinação das sementes 

 

Para a realização dos ensaios, os frutos foram previamente debulhados por fricção 

entre duas superfícies emborrachadas e, em seguida, as sementes foram escarificadas por 

leve fricção entre duas lixas d’água n° 150. Após escarificação, as sementes foram 

tratadas com solução de hipoclorito de sódio 0,5% (v/v) por 10 minutos, e lavadas 

extensivamente com água destilada (Silva et al 2014). Em seguida, as sementes foram 

secas com papel absorvente e transferidas para placas de Petri de vidro (90 ou 150 mm 

de diâmetro), ou frascos de Erlenmeyer de 50 mL, contendo duas camadas de papel de 

filtro Whatman n° 1. As placas de Petri e os frascos Erlenmeyer contendo as sementes e 

suas respectivas soluções-teste foram mantidas no escuro, em câmara de crescimento 

(Forma Scientific Inc., Ohio, EUA), a 30 ± 1 °C. A protrusão da radícula foi o critério 

utilizado para considerar-se uma semente como germinada. 

 

2.3 Curva de embebição e germinação 

 

  As sementes não dormentes foram embebidas em água desionizada (controle), ou 

em solução de NaCl (150 mM) ou ABA (50 µM), por período de18 horas. Ao final de 

cada período de incubação, as sementes foram enxugadas com papel absorvente e as 

massas frescas foram determinadas em balança de precisão, a cada intervalo de 45 

minutos durante as primeiras 4 horas. Após esse período de tempo, as sementes foram 

pesadas a cada 2 horas até o final do experimento (totalizando 18 horas). O teor de água 

das sementes foi calculado usando a seguinte formula:  

Teor de água [%] = (Pf – Pi/Pf) x 100 

Onde: Pi, peso inicial das sementes e Pf, peso final das sementes em cada tempo  
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A germinação foi também registrada em cada período de tempo mencionado acima. 

 

2.4 Quantificação do etileno 

 

O etileno acumulado na atmosfera dos frascos Erlenmeyer foi quantificado 

seguindo-se a técnica descrita por Silva et al (2014). A atmosfera dos frascos foi 

homogeneizada utilizando-se de uma seringa de 3,0 mL, provida de agulha longa, e 

retirou-se uma amostra de 1,0 mL daquela atmosfera, utilizando-se de seringas ultra-fine 

(agulhas 29 G 1/2”). As amostras foram injetadas em um cromatógrafo a gás Hewelett-

Packard 5890, serie II (USA), equipado com um detector de ionização de chama e uma 

coluna de aço inoxidável (1,0 m x 6,0 mm), empacotada com Porapak-N (80-100 mesh). 

O gás de arraste foi o nitrogênio em fluxo de 30 mL minuto-1; os fluxos do hidrogênio e 

do ar sintético foram mantidos em 30 e 320 mL minuto-1, respectivamente. As 

temperaturas da coluna, do injetor e do detector foram mantidas a 60, 110 e 150 oC, 

respectivamente. A determinação do etileno foi feita comparando-se as áreas das amostras 

obtidas no Software Peak-2 Simple com áreas de picos de uma mistura padrão de etileno 

de concentração conhecida. 

 

2.5 Análises anatômicas 

 

Sementes de S. humilis foram fixadas em solução de formaldeído, ácido acético e 

álcool 50%, FAA50 (1:1:10), durante 48 horas e armazenadas em etanol a 70% (Johansen 

1940). Em seguida, o material vegetal foi incorporado em metacrilato (Historesina-Leica) 

de acordo com as recomendações do fabricante. O material foi seccionado na posição 

longitudinal em micrótomo rotativo de avanço automático (modelo RM2155, Leica 

Microsystems Inc., Deerfield, EUA), com uma espessura de 5 μm, corada com azul de 
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toluidina (O'Brien et al 1964), pH 6,5. As imagens de análise estrutural foram obtidas 

com microscópio de luz (modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tóquio, Japão), 

acoplado a uma câmera digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Göttinger, Alemanha) e 

computador com o programa de captura de imagem Axion Vision.  

 

2.6 Quantificação do ABA 

  

Sementes não dormentes foram embebidas em 10 mL de água desionizada 

(controle) ou solução de NaCl durante 6 horas. Subsequentemente, as sementes foram 

transferidas para novas placas de Petri contendo as soluções indicadas após a seta: água 

desionizada → água desionizada (controle), NaCl → água desionizada, NaCl → NaCl, 

NaCl → NaCl + fluridona, por 12 horas.  Ao final do período de incubação, as sementes 

foram lavadas com água destilada, enxugadas com papel absorvente, pesadas e imersas 

em nitrogênio líquido e, então, estocadas em freezer a -80 ºC, até análise. Os níveis de 

ABA nas sementes foram determinados seguindo-se a técnica descrita por Müller e 

Munné-Bosch (2011) com pequenas modificações. A extração do ABA foi realizada em 

meio contendo metanol, isopropanol, ácido acético (20: 79: 1) e [3H] ABA 20.000 dpm 

para quantificação das perdas. O extrato foi centrifugado a 13000 g, por 15 minutos, a 4 

oC, e o sobrenadante foi utilizado para a quantificação do ABA por cromatografia líquida 

de ultra performance (UPLC) acoplado ao espectrômetro de massa com analisador do tipo 

triplo quadrupolo (QqQ).   

 

2.7 Efeito do NaCl nos níveis de ACC 

 

O ACC em sementes não dormentes foi determinado seguindo a técnica descrita 

por Bulens et al (2011). As sementes foram embebidas em água desionizada ou solução 
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de NaCl (150 mM) ou ABA (10 μM), por 6 horas. Subsequentemente, as sementes foram 

transferidas para novas placas de Petri contendo as soluções indicadas após a seta: água 

desionizada → água desionizada (controle), NaCl → água desionizada, NaCl → NaCl, 

NaCl → NaCl+fluridona e ABA→ ABA, por 12 horas. Ao final do período de incubação, 

as sementes foram lavadas com água destilada, enxugadas com papel absorvente, pesadas 

e imersas em nitrogênio líquido e, então, estocadas em freezer a -80 ºC, até analise. Para 

os ensaios, as amostras foram extraídas por maceração em almofariz e pistilo em 10 mL 

de etanol (80%), adicionando também polivinil polipirrolidona (PVPP 5% p/v).  O extrato 

foi centrifugado a 12000 g, por 20 minutos, a 4 ºC. O sobrenadante foi evaporado até 

secura, em evaporador rotativo, à temperatura de 45 ºC. O resíduo foi suspenso em 4,0 

mL de água destilada (extrato original), tomando-se a metade para quantificar-se o ACC 

livre. 

Uma alíquota de 0,5 mL do extrato foi adicionada em um tubo de ensaio, 

juntamente com 0,1 mL de cloreto de mercúrio (5,0 mol), completando-se o volume da 

reação para 0,8 mL, com água destilada. O tubo de ensaio foi vedado com selador de látex 

e mantido em banho de gelo. Uma alíquota de 0,2 mL de uma mistura resfriada de NaOCl 

(5%) e NaOH saturado (2:1, v/v) foi injetada no tubo, com auxílio de uma seringa. O tubo 

foi imediatamente agitado em um misturador tipo vórtex, por 5 segundos, e incubado em 

banho de gelo por 2,5 minutos. Após nova agitação por 5 segundos, uma amostra gasosa 

de 1,0 mL da atmosfera do tubo de ensaio foi recolhida, com uma seringa, e o etileno 

produzido foi analisado por cromatografia gasosa. 

A metade remanescente do extrato original foi utilizada para determinar-se o ACC 

total (ACC livre + ACC conjugado), após hidrólise ácida com HCl (2 N), a 100 ºC, por 3 

horas. Em seguida, o extrato foi neutralizado com NaOH saturado e evaporado a 45 ºC, 

até secura. O resíduo foi re-suspenso em 2,0 mL de água destilada. A quantificação do 

ACC total seguiu os mesmos procedimentos para quantificação do ACC livre. 
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2.8 Quantificação do Na, Ca e K 

 

Sementes de S. humilis foram embebidas em água desionizada (controle) ou em 

solução de NaCl (150 mM), contendo também fluridona (50 µM) ou ACC (1mM), por 6 

horas. Em seguida, as sementes foram exaustivamente lavadas com água desionizada e 

secas a 65 °C durante 72 horas. As amostras secas foram submetidas a uma digestão nitro-

perclórica (65% e 70%) sobre uma placa quente, e finalmente diluída com água 

desionizada. Os níveis de Na+, Ca2+ e K+ nas amostras foram quantificados por 

espectrometria de emissão óptica em plasma (ICP-OES, Perkin Elmer Optima 3000 DV).   

 

2.9 Perfil Metabólico 

 

Para a determinação do perfil metabólico foram utilizados os procedimentos 

descritos por Lisec et al (2006). Aproximadamente 30 mg das amostras liofilizadas foram 

colocados em tubos de 2,0 mL de capacidade e extraída em 750 µL de metanol contendo 

30 µL de ribitol (0,2 mg/mL). Após agitação vigorosa em vórtex por 10 segundos, as 

amostras foram incubadas a 70 °C sob agitação (1000 g), por 15 minutos. Decorrido esse 

tempo, as amostras passaram por centrifugação a 14000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O 

sobrenadante (500 µL) foi transferido para um novo tubo, adicionando-se 750 µL de 

clorofórmio. Posteriormente, as amostras foram agitadas em vórtex durante 10 segundos 

seguindo-se de uma nova centrifugação a 4000 g, por 15 minutos, a 4 °C. A camada 

superior (fase polar) foi recolhida em alíquotas de 100 µL e adicionada em um novo tubo. 

Em seguida, as amostras foram secas a vácuo e armazenadas à –80 ºC. Para a 

derivatização, adicionou-se 40 µL do reagente de metoxiaminação a cada amostra e 

agitou-se a 1000 g, por 2 horas, a 37 °C. Após esse tempo, foi adicionado 70 µl de N-

Metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) e padrões de ésteres metílicos de 
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ácidos graxos (FAMES) às amostras, do qual foram submetidas à agitação 1000 g, por 30 

minutos, a 37 °C. As amostras foram transferidas para frascos de vidro e analisadas por 

cromatografia gasosa associada à espectrometria de massa (GC-MS). 

Os cromatogramas e os espectros de massa gerados foram analisados utilizando o 

software TAGFINDER (Luedemann et al 2008), e a identificação e a anotação dos dados 

apresentados foram realizadas como descrito por Fernie et al (2011). 

 

2.10 Análises estatísticas 

 

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o inteiramente 

casualizado. A unidade experimental dos experimentos de germinação e de determinação 

do etileno foi composta por 50 sementes por frascos Erlenmeyer com seis repetições por 

tratamento. Os resultados de porcentagem de germinação foram transformados em arco-

seno (% G/100)½ antes da análise, e todos os dados foram verificados quanto à 

normalidade. Para quantificação do ACC e dos níveis de ABA, as unidades experimentais 

foram compostas de amostras do extrato de 150 sementes, com seis repetições por 

tratamento. A unidade experimental dos experimentos de análise de metabólitos e 

quantificação dos níveis de Na+, K+ e Ca2+ foram compostas por 100 mg de material 

vegetal, por reação, sendo seis e três repetições, por tratamento, respectivamente. A 

análise de variância (ANOVA, P < 0,05) foi realizada para determinar os efeitos dos 

tratamentos. As diferenças de médias entre os tratamentos foram avaliadas pelo teste de 

Tukey ou pelo teste t em nível de 5 % de significância. Todas as comparações de médias 

foram realizadas utilizando o software SAEG (Sistema para Análises Estatísticas, versão 

9.1, UFV). 
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3 RESULTADOS 

 

O NaCl inibiu a germinação de sementes de S. humilis, sendo a germinação 

reduzida em 85%, após 18 horas de exposição à solução salina (Figura 1A). 

Semelhantemente ao efeito da solução de NaCl, o ABA foi capaz de inibir a germinação 

de sementes de S. humilis. Sob a ação do NaCl ou do ABA o teor de água das sementes 

foi reduzido em relação ao controle (água desionizada), ao final de 18 horas de incubação 

(Figura 1B). Os resultados da Figura 1 também indicam que a inibição da embebição 

promovida por soluções de NaCl ou ABA coincide a redução da germinação das 

sementes, ao final do experimento. Entretanto, sementes tratadas com NaCl apresentaram 

germinação um pouco superior a aquelas tratadas com ABA, apesar das sementes não 

apresentarem alterações significativas na embebição ao final do experimento. 

Interessantemente, sementes tratadas com solução de NaCl ou ABA não apresentaram 

alterações significativas na velocidade de embebição, no período de 3 a 10 horas de 

incubação em relação ao controle. 

Sementes embebidas em solução de NaCl e em solução de ABA apresentaram 

uma redução de 83% e 95% na germinação e de 73% e 93% na produção de etileno, 

respectivamente, ao fim do período de incubação (Figura 2A, B). Para avaliar-se o grau 

de envolvimento do etileno na germinação de sementes de S. humilis tratadas com solução 

de NaCl e com ABA, buscou-se reverter a inibição da germinação com solução de ACC. 

O ACC reverteu a inibição da germinação das sementes promovida por solução de NaCl 

e ABA, resultado que também está correlacionado com a produção de etileno (Figura 2A, 

B). Além disso, sementes de S. humilis embebidas em água (controle), ABA+ACC e 

NaCl+ACC o tempo necessário para ocorrer 50% de germinação (t50) foi 

aproximadamente 10, 11 e 13 horas, respectivamente. Sob a ação da fluridona, à 

concentração de 50 µM, verificou-se que a germinação das sementes foi 4,6 vezes maior  
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Figura 1. Efeito do NaCl e do ABA sobre a germinação (A) e a embebição (B) 
de sementes de Stylosanthes humilis. Médias de três repetições ± erro da média 

 

 

0 6 12 18

T
eo

r 
de

 á
gu

a 
[%

 M
F

]

0

100

200

Tempo de embebição [h]

G
er

m
in

aç
ão

 [%
]

0

25

50

75

100

Controle
NaCl
ABA

(A)

(B)
Controle
NaCl
ABA



13 
 

 

 
Figura 2. Germinação e produção de etileno por sementes de Stylosanthes humilis. 
Germinação (A). Produção de etileno (B). Médias de seis repetições ± erro da média 
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do que as mantidas em solução de NaCl puro, ao final de 18 horas de embebição (Figura 

2A). A essa concentração de fluridona houve um aumento de 2,2 vezes na produção de 

etileno das sementes mantidas em solução de NaCl+fluridona, quando comparada a 

solução de NaCl pura (Figura 2B). 

Sementes que receberam solução controle (água desionizada), ABA+ACC e 

NaCl+fluridona apresentaram rompimento do tegumento com protrusão radicular (Figura 

3A, B, C). Sob ação da solução de NaCl+ACC, verificou-se que o tegumento das 

sementes começou apresentar rachaduras e redução na espessura, após 6 horas de 

embebição (Figura 3D). Entretanto, um menor alongamento das células do embrião, 

ocorreu nas sementes tratadas com ABA+ACC, NaCl+fluridona e NaCl+ACC, em 

relação ao controle, indicando um atraso na germinação (Figura 3B, C, D). Ademais, a 

ruptura do tegumento foi completamente inibida por solução de NaCl ou ABA (Figura 

3E, F). 

 
 

Figura 3. Corte longitudinal de sementes de Stylosanthes humilis. Controle (A); 
ABA+ACC (B); NaCl+fluridona (C); NaCl+ACC (D); NaCl (E) e ABA (F). Barras= 
200µm 
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Sementes embebidas em solução de NaCl (150 mM) apresentaram um aumento 

de 3,6 vezes na produção de ABA, ao fim do período de incubação (Figura 4). Por outro 

lado, os efeitos NaCl sobre a indução da biossíntese do ABA foram inibidos seguindo 

atransferência das sementes para fluridona ou água desionizada. Assim, torna-se provável 

que o estresse salino seja o disparador da biossíntese do ABA, promovendo, portanto, a 

inibição da biossíntese de etileno e da germinação de sementes de S. humilis. Consistente 

com esses resultados, sementes incubadas em solução de NaCl (150 mM) apresentaram 

redução significativa na germinação e nos níveis de ACC livre (88%), ACC total (76%) 

e de ACC conjugado (71%) em relação ao controle (Figura 5A-D). Ademais, os efeitos 

inibitórios provocados pelo NaCl na germinação e na biossíntese do ACC foram 

revertidos após a transferência das sementes para solução de NaCl+fluridona ou água 

desionizada. Após 18 horas de incubação das sementes em solução de ABA observou-se 

inibição significativa na germinação das sementes (Figura 5A). Semelhantemente aos 

efeitos da solução de NaCl, os níveis de ACC livre, ACC total e de ACC conjugado em 

sementes de S. humilis submetidas à solução de ABA foram significativamente reduzidos 

em relação as sementes do controle (Figura 5B-D). O tratamento das sementes de S. 

humilis com NaCl puro ou ABA fez aumentar a razão ACC total/ACC livre, quando 

comparados com os outros tratamentos (Figura 5E). No entanto, a razão ACC total/ACC 

conjugado permaneceu estável nas sementes de todos os tratamentos (Figura 5F).  

Para analisar se a diferença na germinação de sementes tratadas com NaCl puro 

ou em conjunto com fluridona e ACC poderia ser resultado da absorção seletiva do íon 

Na+ ou redução nos níveis de K+ ou Ca2+, o acúmulo de Na+, K+ e Ca2+ nos tecidos das 

sementes de S. humilis foi quantificado. A exposição das sementes de S. humilis a solução 

de NaCl (150 mM) pura ou em conjunto com fluridona ou ACC levou a um aumento 

acentuado nos níveis de Na+ nos tecidos das sementes, em comparação com as sementes  
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Figura 4. Níveis de ABA em sementes de Stylosanthes humilis embebidas em 
água desionizada ou em solução de NaCl (150mM) por 6 horas, após serem 
transferidas para segundo meio, indicado após a seta (NaCl; 150 mM ou fluridona; 
50 µM). A germinação e os níveis de ABA foram quantificados 12 horas após a 
transferência das sementes para o segundo meio. Médias seguidas de mesma letra 
não diferem entre si, em nível de 5% pelo teste de Tukey. Médias de seis 
repetições ± erro da média   
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Figura 5. Germinação e níveis de ACC em sementes de Stylosanthes. Germinação (A), 
mudanças no conteúdo de ACC livre (B), conjugado (C) e total (D) bem como fração 
ACC total/ACC livre (E) e ACC total/ACC conjugado (F).  As sementes foram embebidas 
em água desionizada, NaCl ou em solução de ABA por 6 horas, após serem transferidas 
para o segundo meio, indicado após a seta (NaCl, 150 mM, fluridona, 50 µM ou ABA, 
50 µM). A germinação e os níveis de ACC foram quantificados 12 h após a transferência 
das sementes para o segundo meio. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si, 
em nível de 5% pelo teste de Tukey. Médias de seis repetições ± erro da média   
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do controle (Figura 6A). Ademais, os níveis de K+ e Ca2+ permaneceram estáveis nas 

sementes tratadas com NaCl, NaCl+fluridona ou NaCl+ACC, em comparação com 

sementes do controle (Figura 6B, C). 

Buscando-se um entendimento da ação do NaCl no metabolismo primário das 

sementes, o perfil metabólico foi analisado usando cromatografia gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massas (GC-MS). Os níveis de sacarose, trealose, cisteina, glutamato, 

glicina, lisina, ornitina, serina, treonina, tirosina, valina e piruvato em sementes tratadas 

com NaCl→NaCl, NaCl→água ou NaCl→fluridona foram semelhantes aos observados 

nas sementes do controle (Figura 7). O estresse salino aumentou os níveis de mio-inositol, 

glicose, glutamina, fenilalanina, prolina e triptofano em sementes embebidas em NaCl, 

em relação ao controle, mas não em sementes embebidas em NaCl, seguindo a 

transferência das sementes sementes para fluridona ou água desionizada. Em contraste, 

os níveis de citrato, isocitrato, 2-oxoglutarato e succinato foram significativamente 

reduzidos em sementes tratadas com NaCl, mas não em sementes tratadas com 

NaCl→água ou NaCl→fluridona. Os níveis de frutose, 3-P-glicerato, arginina, 

asparagina, aspartato, ácido γ-aminobutírico (GABA) e metionina foram 

significativamente aumentados em sementes tratadas com NaCl ou NaCl→fluridona, 

enquanto se mantiveram estáveis em sementes tratadas com NaCl→água, em relação ao 

controle (Figura 7). Claramente, houve um aumento significativo nos níveis do 

aminoácido alanina nas sementes tratadas com NaCl e NaCl→água, mas não em sementes 

embebidas em NaCl, seguindo a transferência para fluridona. Os níveis de malato e 

fumarato foram significativamente reduzidos em sementes tratadas com NaCl, enquanto 

aumentou nas sementes tratadas com NaCl→fluridona, em relação ao controle. Por outro 

lado, o estresse salino não alterou os níveis de malato e fumarato nas sementes tratadas 

com NaCl→água (Figura 7). 
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Figura 6. Acúmulo de Na, K e Ca em sementes de S. humilis incubadas em água 
desionizada (controle) ou em solução de NaCl (150 mM) pura ou suplementada com 
fluridona (50 µM) ou ACC (1 mM). Os níveis de Na (A), K (B) e Ca (C) foram 
quantificados 6 h após o início da embebição. Médias seguidas de mesma letra não 
diferem entre si, em nível de 5% pelo teste de Tukey. Médias de três repetições ± erro da 
média   
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Figura 7. Alteração nos níveis de metabólitos em sementes de S. humilis. As sementes 
foram embebidas em água desionizada ou em solução de NaCl (150mM) por 6 horas, 
seguido de transferência para segundo meio, indicado após a seta. Os níveis de 
metabólitos foram quantificados 12 horas após a transferência das sementes para o 
segundo meio. Médias indicadas por quadrantes diferem estatisticamente do controle em 
nível de 5% pelo teste t. Médias de seis repetições ± erro da média  
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4 DISCUSSÃO 

 

O efeito do NaCl na inibição da germinação das sementes pode ser atribuído ao 

estresse osmótico ou à toxicidade específica do íon sódio (Song et al 2005, Zhang et al 

2010). Entretanto, o NaCl não foi capaz de inibir a embebição das sementes de S. humilis, 

sendo o teor de água das sementes mantido semelhante ao controle, após 8 horas de 

exposição à solução de NaCl (Figura 1). Da mesma forma, a embebição das sementes de 

S. humilis submetidas à solução de ABA não diferiu significativamente das sementes do 

controle (Figura 1). Assim, torna-se improvável que o estresse osmótico seja o disparador 

da inibição da germinação de sementes de S. humilis tratadas com solução de NaCl ou 

com solução de ABA. Os resultados da Figura 1 também indicam que o teor de água das 

sementes do controle (água desionizada) aumentou significativamente no intervalo de 10 

a 18 horas de embebição, coincidindo com o aumento da expansão do eixo embrionário 

(Figuras 1, 3).  Por outro lado, os efeitos inibitórios causados por solução de NaCl ou 

ABA sobre a expansão do eixo embrionário foram verificados até o final do experimento.  

O etileno, além de desempenhar um efeito promotor na germinação de sementes 

(Corbineau et al 2014, Yoong et al 2016), tem-se mostrado benéfico em antagonizar a 

inibição da germinação de algumas espécies por estresse salino (Silva et al 2014, Wilson 

et al 2014). Para avaliar o grau de envolvimento do etileno na germinação de sementes 

de S. humilis tratadas com solução de NaCl ou com solução de ABA, buscou-se reverter 

a inibição da germinação devida ao estresse salino ou ao ABA com solução de ACC. O 

ACC reverteu a inibição da germinação das sementes promovida por solução de NaCl ou 

ABA, resultado que também está correlacionado com a produção de etileno (Figura 2). 

Esses resultados indicam que estresse salino e o ABA inibiram a germinação de sementes 

de S. humilis por reduzir a biossíntese de etileno. Interessantemente, os efeitos inibitórios 

do NaCl, à concentração de 150 mM, sobre a germinação foram revertidos por solução 



22 
 

de fluridona, um inibidor da biossíntese do ABA (Figura 2). Os resultados da Figura 2 

também mostram que a produção de etileno foi significativamente maior em sementes de 

S. humilis embebidas em solução de NaCl+fluridona do que em sementes incubadas com 

solução de NaCl pura.  

A expansão das células do eixo hipocótilo-radicular são essenciais para que ocorra 

a ruptura do tegumento e a protrusão da radícula (Linkies et al 2009, Sliwinska et al 2009). 

Entretanto, nas sementes tratadas com NaCl ou ABA, a expansão das células não ocorreu, 

portanto, não houve protrusão radicular (Figura 3). Quando essas soluções foram 

acrescidas com solução de ACC ou de fluridona, um efeito antagônico ao NaCl ou ABA 

foi constatado, assim, foi observado aumento da expansão celular. A expansão celular 

aumenta a força exercida pelo embrião em crescimento contra o tegumento (Linkies et al 

2009). Essa força associada ao enfraquecimento do tegumento, provavelmente 

promovido pela ação do ACC ou fluridona (evidenciado pelas imagens da região 

micropilar, Figura 3), foram suficientes para induzir o rompimento do tegumento, 

promovendo a germinação. Assim como em sementes de Arabidopsis thaliana, nas quais 

observou-se, que a germinação foi proveniente da expansão celular, sem ocorrência da 

divisão celular (Sliwinska et al 2009). Os resultados da Figura 2 e 3 indicam que o ABA 

atuaria como molécula chave na cadeia de eventos disparada pelo estresse salino que 

levaria a inibição da germinação das sementes de S. humilis. De fato, o ABA pode atuar 

inibindo a protrusão da radícula, sem prejudicar a embebição em sementes de Nicotiana 

tabacum (Manz et al 2005). Além disso, o NaCl é capaz de agir de maneira direta ativando 

a expressão dos genes NCED3 e Salt-Related MYB1 (SRM1) relacionados a síntese de 

ABA em sementes de Arabidopsis thaliana (Wilson et al 2014, Wang et al 2015). 

Consistente com esses resultados, sementes de S. humilis incubadas em solução de NaCl 

(150 mM) apresentaram aumento significativo nos níveis de ABA em relação ao controle 

(Figura 4). Adicionalmente, o efeito indutor provocado pelo NaCl na biossíntese do ABA 
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foi revertido após a transferência das sementes para solução de NaCl+fluridona. Ademais, 

após 12 horas de incubação das sementes em solução de NaCl, não mais observou-se 

incremento significativo nos níveis de ABA nas sementes transferidas para água 

desionizada (Figura 4). Juntos os resultados sugerem que a inibição da germinação 

promovida pelo estresse salino pode ocorrer por uma via dependente da síntese do ABA, 

que agiria inibindo a biossíntese do etileno. Alternativamente, o estresse salino pode 

tornar os tecidos internos das sementes menos sensíveis ao regulador gasoso.  

Para testar a relação entre o ABA e o etileno na inibição da germinação promovida 

por solução de NaCl, os níveis de ACC livre, total e conjugado foram quantificados em 

sementes tratadas com solução de NaCl ou ABA, por 6 horas, posteriormente transferidas 

para fluridona ou água desionizada, por 12 horas. Sementes incubadas em solução de 

NaCl ou ABA apresentaram redução significativa nos níveis de ACC livre, ACC total e 

ACC conjugado em relação ao controle, sugerindo que tanto o estresse salino e o ABA 

poderia estar inibindo a atividade da ACS (Figura 5). Interessantemente, a atividade da 

ACO de sementes de S. humilis foi inibida fortemente por solução de ABA (Figura S1, 

ver Material Suplementar). Ademais, os efeitos inibitórios provocados pelo NaCl na 

biossíntese do ACC e na germinação foram revertidos após a transferência das sementes 

para água desionizada ou para solução de fluridona. Entretanto, após 18 horas de 

incubação das sementes em solução de ABA, não mais observou-se incremento 

significativo nos níveis de ACC livre, ACC total e ACC conjugado bem como na 

germinação das sementes (Figura 5). Esses resultados fornecem evidências de que a 

capacidade de sintetizar etileno constitui um requisito importante na germinação e na 

tolerância de sementes de Stylosanthes ao estresse salino. O tratamento NaCl→NaCl ou 

ABA→ABA aumentou a razão ACC total/ACC livre (Figura 5E). Novamente, sugerindo, 

que o NaCl e o ABA estão regulando negativamente a atividade da enzima ACS, portanto 

há uma menor síntese de ACC total. Entretanto, a razão ACC total/ACC conjugado 
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permaneceu estável em todos os tratamentos, sugerindo que o estresse salino e o ABA 

não favoreceram o processo de conjugação. Recentemente, foi demostrado que o ABA 

pode inibir a germinação de sementes de Lactuca sativa L., via redução na atividade da 

enzima celulase (Chen et al 2016). Além disso, o etileno restaurou a germinação inibida 

pelo ABA, aumentando a expressão dos genes LsCel1 e LsCel2 bem como a atividade da 

enzima celulase (Chen et al 2016).  Apesar de o etileno ter sido, por muito tempo, 

reconhecido como um inibidor de crescimento sabe-se que esse hormônio gasoso também 

pode ser um indutor do crescimento e desenvolvimento das plantas (Pierik et al 2006). 

Dessa forma, é bastante provável que o etileno atue como um sinal necessário para a 

ativação da enzima celulase e a germinação das sementes de Stylosanthes sob condição 

de estresse salino. A resposta das sementes de Stylosanthes ao estresse salino, bem 

poderia ser resultado da ação do íon Na+ nos níveis de K+ e Ca2+ (Orlovsky et al 2016). 

O tratamento das sementes com fluridona e ACC também poderia influenciar a absorção 

do íon Na+. Assim, os níveis de Na+, K+ e Ca2+ nos tecidos das sementes de S. humilis 

previamente tratadas com solução de NaCl, NaCl+fluridona e NaCl+ACC foram 

quantificados.  

A exposição das sementes de S. humilis à solução de NaCl pura ou em conjunto 

com fluridona ou ACC levou a um aumento acentuado nos níveis de Na+ nos tecidos das 

sementes, sugerindo que a absorção seletiva ou exclusão de Na+ não estão associadas com 

a presença da fluridona ou ACC no meio de incubação (Figura 6). Na Figura 6, observa-

se também que os níveis de K+ e Ca2+ não foram afetados pelo tratamento das sementes 

com NaCl puro ou em conjunto com fluridona ou ACC. Em conjunto, esses resultados 

indicam que o Na+ é capaz de penetrar na semente sem a ocorrência de extravasamento 

de K+ e Ca2+, um fenômeno comum de ser observado na fase da germinação, mantendo, 

assim, a homeostase dos íons Ca2+ e K+ (Weitbrecht et al 2011).  
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Para uma análise mais completa da ação do estresse salino no processo de 

germinação de sementes de S. humilis, os níveis de metabólitos envolvidos no 

metabolismo central foram quantificados em sementes tratadas com solução de NaCl, ou 

após incubação por 6 horas na solução salina, as sementes foram transferidas para água 

desionizada ou fluridona por 12 horas adicionais. De maneira geral, foram observados 

aumentos nos níveis de carboidratos (açúcares e seus derivados), e em alguns 

aminoácidos, quando as sementes foram submetidas ao tratamento com solução salina 

(Figura 7). Claramente, houve uma redução significativa nos níveis dos ácidos orgânicos 

nas sementes tratadas com NaCl, mas não em sementes embebidas em NaCl, seguindo a 

transferência para água ou fluridona. Esses resultados sugerem, um impedimento a partir 

da via glicolítica, reduzindo drasticamente os níveis de ácidos orgânicos no ciclo dos 

Ácidos Tricarboxílicos. Esse ciclo tem extrema importância por produzir intermediários 

que serão utilizados em outras rotas metabólicas. Uma grande demanda de carbono e 

proteínas é requerido para o crescimento do eixo embrionário, como em Oryza sativa, 

que foi observado aumento nos níveis de metabólitos após 12 horas de embebição 

(Howell et al 2009). Por exemplo, ácidos orgânicos como fumarato e malato são 

essenciais ao crescimento do eixo embrionário, servindo como fonte de fotoassimilados 

em Arabidopsis (Pracharoenwattana et al 2010). 

Aminoácidos como prolina e GABA, apresentaram aumento nos seus níveis 

quando submetido a tratamento com NaCl. Esses aminoácidos tendem a acumular quando 

em situação de estresse salino, em uma tentativa de preservação de proteínas e membranas 

celulares (Guo et al 2015). Podemos sugerir, com os resultados encontrados, que o 

estresse salino exerceu efeito inibitório no ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos, acumulando 

metabólitos da glicólise e favorecendo o acúmulo de aminoácidos. Isso pode indicar que 

o etileno é requerido para acoplar o metabolismo primário a germinação das sementes de 

S. humilis.  
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Em resumo, a elevada concentração de Na+ nos tecidos das sementes inibiu a 

biossíntese de etileno via aumento nos níveis de ABA (Figura 8). Os resultados sugerem 

que o ABA está reduzindo a atividade das enzimas ACS e ACO, e consequentemente 

inibindo a germinação das sementes (Figura 8). Assim, o etileno seria requerido para 

acoplar o metabolismo primário ao crescimento do eixo hipocótilo-radícula estimulando 

a germinação.  

 

 

Figura 8. Resumo dos efeitos do NaCl na germinação de sementes de S. humilis. 
SAM, S-adenosil-L-metionina; MTA, metionina-adenosiltransferase; ABA, ácido 
abscísico; ACC, ácido 1-carboxílico-1-aminociclopropano; ACS, sintase do ACC; 
ACO, oxidase do ACC; MACC, Ácido 1-carboxílico-1-(malonilamino) 
ciclopropano; Clico ATC, Ciclo dos Ácidos Tricarboxílicos 
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5 CONCLUSÃO 

 

 O NaCl inibi a germinação de sementes de S. humilis reduzindo a biossíntese de 

etileno via aumento nos níveis de ABA. O estresse salino e o ABA também reduzem os 

níveis de ACC livre, conjugado e total das sementes. Em adição, solução de ACC e de 

fluridona revertem a inibição da germinação das sementes promovida por solução de 

NaCl, o que também mostrou-se correlacionado com a produção de etileno. O efeito do 

NaCl na germinação de sementes de S. humilis é, possivelmente, uma consequência da 

condição de estresse promovida pela alta concentração do Na, que inibi da atividade da 

ACS e da ACO pelo aumento dos níveis de ABA (Figura 8). Dessa forma, o ABA 

funcionaria como um sinal necessário para a sobrevivência das sementes de S. humilis 

sob condição de estresse salino. Ademais, a caracteristica das sementes tratadas com NaCl 

em utilizar menos eficientemente os elevados níveis de carbono, dificultando a expansão 

celular influenciou diretamente o processo de germinação. Neste contexto, o etileno 

parece ser requerido para acoplar o metabolismo primário ao crescimento do eixo 

embrionário (Figura 8). No futuro, análises da expressão de genes ou a atividade de 

enzimas relacionado a biossíntese de ABA podem ajudar na compreensão de como o 

NaCl induz a produção de ABA em sementes. Além disso, entender como a estreita 

coordenação da biossíntese do etileno e do metabolismo primário é alcançada em 

sementes cultivadas em um ambiente salino.  
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Tabela S1. Níveis de metabólitos em sementes embebidas em água desionizada ou em 
solução de NaCl (150mM) por 6 horas, após o que foram transferidas para segundo meio, 
indicado após a seta tratadas com água; água→água; NaCl→NaCl; NaCl→água; 
NaCl→fluridona. Valores definidos em negrito diferem estatisticamente do controle, em 
nível de 5 % pelo teste t. Os dados são a média de 6 repetições + erro da média. 
Metabólito Tratamento 

Control NaCl→NaCl NaCl→Água NaCl→FLU 
Açucares e derivados 
de açúcares 

 

Frutose 1.00±0.08 1.43±0.06 0.91±0.12 1.50±0.12 
Glicose 1.00±0.04 1.15±0.11 0.92±0.10 0.89±0.05 
3-P-Glicerato 1.00±0.10 2.32±0.14 0.85±0.07 1.52±0.13 
Mio-inositol 1.00±0.04 1.46±0.09 1.22±0.10 0.94±0.05 
Sacarose 1.00±0.14 1.15±0.11 1.14±0.05 0.87±0.12 
Trealose 1.00±0.07 1.20±0.08 0.82±0.08 0.91±0.10 
Aminoácidos      
Alanina 1.00±0.11 1.99±0.10 1.82±0.08 0.90±0.08 
Arginina  1.00±0.03 1.54±0.08 1.20±0.11 1.51±0.05 
Asparagina 1.00±0.10 1.43±0.05 1.15±0.07 1.74±0.09 
Aspartato 1.00±0.05 1.82±0.09 1.02±0.15 1.79±0.17 
Cisteina  1.00±0.11 1.02±0.12 1.07±0.06 0.91±0.12 
GABA 1.00±0.08 1.94±0.07 1.03±0.12 1.38±0.11 
Glutamato 1.00±0.07 1.01±0.08 0.99±0.05 1.23±0.15 
Glutamina  1.00±0.09 1.48±0.10 0.91±0.08 0.95±0.09 
Glicina  1.00±0.11 0.98±0.15 1.23±0.14 0.84±0.10 
Lisina  1.00±0.05 1.02±0.06 1.21±0.14 0.79±0.07 
Metionina 1.00±0.08 2.09±0.09 1.10±0.09 1.41±0.09 
Ornitina 1.00±0.12 0.88±0.15 1.12±0.15 0.90±0.07 
Fenilalanina 1.00±0.09 1.88±0.02 1.20±0.10 0.76±0.10 
Prolina  1.00±0.14 1.56±0.08 1.05±0.06 0.95±0.06 
Serina 1.00±0.05 1.00±0.09 0.82±0.12 0.93±0.09 
Treonina 1.00±0.10 0.99±0.10 0.94±0.18 1.04±0.11 
Triptofano 1.00±0.06 1.97±0.05 1.03±0.03 1.08±0.04 
Tirosina 1.00±0.11 1.16±0.12 1.20±0.18 0.96±0.06 
Valina 1.00±0.09 0.87±0.10 0.97±0.11 0.97±0.07 
Ácidos orgânicos     
Citrato 1.00±0.09 0.54±0.07 1.16±0.13 1.12±0.15 
Fumarato 1.00±0.07 0.67±0.05 0.90±0.09 1.92±0.10 
Isocitrato 1.00±0.06 0.61±0.08 1.03±0.05 1.05±0.06 
Malato 1.00±0.07 0.75±0.14 0.96±0.08 1.64±0.07 
2 OG 1.00±0.08 0.42±0.09 1.20±0.14 1.05±0.12 
Piruvato 1.00±0.10 0.76±0.10 0.91±0.17 1.18±0.09 
Succinato  1.00±0.09 0.49±0.06 1.06±0.05 1.10±0.11 
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Figura S1. Efeito da concentração de ACC sobre a produção de etileno em extrato 
enzimático de sementes não-dormentes de 364 dias de idade pós-colheita, incubadas por 
24 horas em água desionizada (controle, círculo cheio) ou em solução de ABA (50 µM, 
círculo aberto) 
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