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SUMARIO

0 estudo da mobilizagao dos inibidores de proteases em cotiledo-
nes e plantulas de Vigna s4nensis (L) Savi cv. serido e uma etapa necessa-
ria a compreensao do papel que essas substancias exercem durante a germina
gio. Utilizando o ensaio caseinolitico de Kunitz, conseguimos mostrar a
existencia, em cotiledones, embebidos por 4 horas, de um gradiente de ini-
bidores de tripsina e quimiotripsina que cresce da porgao distal para a
proximal. Este gradiente parece ser desfeito ao fim de 24 horas, provavel-
mente em decorrencia de uma solubilizagao dos inibidores em todo o cotile-
done devida a4 destruicao de complexos formados durante o desenvolvimento.
Esta solubilizacao parece ser mais intensa na porgao distal. A partir de
24 horas, o desaparecimento dos inibidores se da com maior rapidez na por-
cao proximal do que na distal. Observagoes feitas no eixo embrionario mos-
tram que a concentracao destas substancias decresce nas primeiras 24 horas
com velocidades bastante maiores do que as observadas na porcao proximal
quando em fase ativa de utilizagao, isto e, entre 24 a 72 horas. Peréoutro
lado, em secgoes medianas de cotiledones, mostramos que a utilizagao dos
inibidores esta praticamente completa ao fim de sete dias e que sua mobili
zacao se da, provavelmente, atraves da nervura principal. Os inibidores de
saparecem tambem por completo no hipocotilo-radicula, mas, entre 72 e 120
horas, parece haver sintese no epicotilo-plumulas. Os resultados acima pa-
recem indicar que o papel exercido pelos inibidores nao seria restrito ao
de proteinas de reserva rapidamente utilizadas, o que parece ocorrer no ei
x0 embrionario nas primeiras 24 horas e com menor intemsidade na  porgao
proximal do cotiledone. Os dados nos sugerem tambem que os inibidores pode
riam exercer um papel de protetores ou inibidores de proteases endogenas

ou ambos, sendo estes complexos desativados quando as enzimas fossem chama

das a exercer suas fungoes.




I. INTRODUGAO

Nas sementes de todas as leguminosas e gramineas ate hoje examina
das, ocorrem substancias proteicas capazes de inibir as atividades das enzi
mas proteoliticas animais, tripsina e quimiotripsina (1, 2, 3). Nas solana-
ceas e em inumeras especies de outras familias, a presenga destas substan-
cias foi tambem comprovada (4, 5, 6).

A totalidade dos inibidores encontrados em plantas ate agora estu
dadas tem peso molecular abaixo de 50.000 daltons e, mais comumente, abaixo
de 20.000 daltons. Inibidores de milho, batata e de muitos legumes tem peso
molecular minimo abaixo de 10.000 daltons, podendo estar associados como di
meros ou tetrameros (4, 7, 8, 9, 10, 11).

A maioria dos inibidores de enzimas proteoliticas tem alta percen
tagem de cistina apresentando inumeras ligagoes -S-S-, o que confere a es-
tas substancias consideravel resistencia a agentes desnaturantes (12, 13).
Todos eles contem prolina e, em alguns casos, foi detectada a presenca de
triptofano (14).

: ~ : - Tty e U2
Os inibidores ligam-se as enzlmas atraves de seus centros ativos,

»

formando complexos muito estaveis (4). Os centros ativos dos inibidores de
tripsina contem sempre uma ligacao Arg-X ou Lis-X (5, 13), enquanto que os
de quimiotripsina teém normalmente uma ligacao Leu-X (4), sendo isto aparen-

temente reflexo das especificidades das enzimas.

Em sementes de soja, os inibidores ‘acham-se concentrados nos coti
ledones, existindo pequena atividade no eixo, nao sendo detectada atividade
nos tecidos vegetativos. Birk e Waldman (citado em 4) verificaram que, du-
rante a maturagao, os inibidores de soja aumentam de concentracao, indican-
do um possivel papel de reserva proteica.

Os inibidores de proteinases de solanéceasrnio sao confinados ape
nas aos orgaos de reserva - os tuberculos. Tambem sao encontrados nas rai-

zes, brotos, caules, fclhas e tecidos aereos. Sua presenca, em todos os

casos, parece ser transitoria, indicando um possivel papel de reserva tem-




poraria (4).

Shain e Mayer (citado em 4), fazendo estudos em sementes de alfa
ce, mostraram haver um decrescimo na concentracao de inibidores apos a ger
minagao. O mesmo fenomeno foi observado no milho (9), no qual os inibido-
res comecam a desaparecer durante a anbebigao, continuando o processo duran-—
te a germinacao. Resultados semelhantes foram obtidos por Kirsi e Mikola
(15), estudando sementes de cevada. Eles verificaram que toda a atividade
inibitoria tinha desaparecido do endosperma, apos os quatro primeiros dias
de germinagao.

Inibidores de proteinases de Vigna ungutcwlata (16, 17) e de
Vagna sanensss (18) acham-se concentrados nos cotiledones, existindo ainda
atividades no eixo e na cobertura epidermica. Xavier Filho, trabalhando em
cotiledones de Vigna s4nensss, mostrou que a atividade inibitoria permane-
ce praticamente constante ate o terceiro dia de germinagao, quando entao
decresce rapidamente, ficando o processo de metabolizagao desses inibido-

res quase que inteiramente completado ate o setimo dia de germinagao.

&

&

°

Apesar _do relevante papel desempenhado pelos legumes na dieta
humana, e importante notar que os mesmos contem uma variedade de substan
cias consideradas como toxicas para os animais, tais como: hemaglutininas,
glicosidios cianogeneticos, fatores bociogenicos, inibidores de tripsina,
etc. (19). Talvez os mais conhecidos desses fatores sejam os inibidores de
tripsina. Entretanto, a maioria desses fatorés antinutricionais e destrui-
da parcial ou totalmente pela aplicagao do calor (19). O efeito benefico
do calor, manifestado pelo aumento geral do valor nutritivo dos legumes,
foi primeiramente observado no feijao soja e posteriormente confirmado e
estendido a muitas outras especies (20). Em geral, o grau de aumento do va
lor nutritivo efetuado no tratamento pelo calor depende da temperatura, u-
midade e duracao do tratamento (19). Outras maneiras de eliminar a toxici-
dade parcial ou total dos inibidores fazem-se atraves de suplementagao de

enzimas proteoliticas a dieta, atraves de preparagoes fermentadas, atraves

da eliminagao dessas proteinas e atraves da utilizacao de sementes germi-
nadas (19).




Alem de sua importancia bioquimica e nutricional, os inibidores
tem-se tornado um instrumento importante de estudo nos campos medicos e bi
ologicos. Eles tem interesse particular devido a seu potencial terapeutico,
controlando proteinases em inumeras doencas como na pancreatite, nos cho-
ques metabolicos e enfisemas (4). Ultimamente, os inibidores tem sido estu
dados como agentes reguladores da fertilizagao dos mamiferos (4). O inte-
resse dos biologos pelos inibidores deve-se a comprovacao das similarida-
des estruturais e de especificidades existentes entre os inibidores obti-
dos de diferentes fontes vegetais, fato que indica que o centro ativo des-
sas biomoleculas pode ter sido conservado durante milhoes de anos de evolu
Gao, o que sugere ser a capacidade inibitoria importante para a sobreviven
cia do organismo.

Os™ trabalhos sobre isolamento, estrutura e intera¢oes existentes
entre inibidores de plantas e enzimas proteoliticas de animais foram inici
ados ha cerca de cinquenta anos. Entretanto, ainda hoje, nao se conhece o
possivel papel ou papeis dessas substancias no metabolismo da planta (1).
Somente a partir de 1960, houve um incremento das pesquisas, quandg‘diverf
SOs grupos comegaram a se interessar pela funcao fisiologica dos é?fbido—
res. Estas substancias sao parte de uma organizagao altamente complexa de
proteinas de celulas vegetais e estao aparentemente envolvidas no desemvol
vimento e protecao, nao somente das sementes e orgaos de reserva, onde e-
las s3ao concentradas, mas tambem dos tecidos aerees. Acredita-se que os i-
nibidores possam desempenhar as seguintes fungoes (4, 5, 21, 22):

a. agentes regulatorios controladores das proteinases endogenas;

b. proteinas de reserva;

c. agentes protetores contra proteinases de insetos e microrga-

nismos.

a. Inibidores como agentes regulatorios controladores das proteinases en-

dogenas.

Sabe-se que a germinagao e um processo altamente organizado e

que se completa em poucos dias. Mesmo assim, a atividade das proteinases

envolvidas nele pode mudar bastante durante esta fase, de acordo com as ne

cessidades da planta.




Em sementes de arroz, os inibidores de proteinases nao variam de
concentragao durante os estagios iniciais de germinagao e, conseqiientemen-
te, parecem nao controlar a proteolise (21). Similarmente ao arroz, os ini
bidores endogenos de ervilha nao controlam a atividade das enzimas proteo-
l1iticas, apesar de serem aparentemente destruidos durante os estagios inici-
ais da germinagao (21). -

Em contraste, Shain e Mayer (23) encontraram que inibidores de
proteinases em sementes de alface inibem a atividade de uma enzima proteo-
litica endogena. Posteriormente, essa enzima foi qualificada como  "seme-
lhante a tripsina" em especificidade. Verificaram tambem que, a medida que
a germinacao dessas sementes evoluia, os inibidores iam desaparecendo e a
atividade enzimatica aumentando. Esses fatos sugerem que a enzima preexis-
te na semente dormente, complexada com o inibidor ou preexiste como zimogé
nio, sendo ativada autocataliticamente ou por meio de outras enzimas. Simi
larmente a alface, durante a germinagao de cevada os inibidores de protei-
nases endogenas desaparecem, antes que a atividade das endopeptidases come
ce a aumentar (15). Nesses casos, os inibidores parecem ter funcao regula-

dora da proteolise.

<

" Xavier Filho (18), estudando a germinagao de lVigna sinensis cv.
serido, sugeriu que, pelo menos, parte dos inibidores de tripsina estariam
atuando como agentes reguladores de proteinases endogenas. Evidencias seme
lhantes foram obtidas por Royer e Gennis e Cantor estudando o genero Vigna
@6, 17, 18, 24).

Os inibidores de tripsina parecem,iem certos casos, controlar o
inicio da proteolise durante a germinacao, apesar de, em outros, eles se-
rem remanescentes do desenvolvimento da semente, quando eles atuaram prote
gendo as proteinas de reserva da decomposicao (21).

Alguns achados contraditorios acerca dos inibidores de proteina-
ses sao provavelmente devido a sua ampla distribuicao em diferentes partes
da semente, embriao, endosperma e cotiledone. Controle funcional importan-
te na germinacao, pode ser descrito somente para inibidores que atuam so-

bre enzimas no eixo embrionario. Protedlise na camada de aleurona ou coti-

ledones e presumivelmente um evento posterior, o qual fornece materiais pa




ra as sementes germinantes, mas nao controla o inicio da germinacao (21).

b. Inibidores como proteinas de reserva.

Devido as altas concentragoes de inibidores detectadas em semen-
tes e tuberculos, acredita-se que os inibidores possam tambem desempenhar
fungao de proteina de reserva.

Uma das provas do funcionamento dos inibidores como reserva pro-
teica foi obtida atraves de tecnicas imunologicas, durante o ciclo de vida
da batata (4). A referida tecnica distingue o inibidor de quimiotripsina I
de todos os inibidores presentes. Desta maneira, quando pedagos de ‘semen-
tes do tuberculo da batata foram germinados, o inibidor I desapareceu in-
teiramente dentro de poucos dias, enquanto a nova planta emergiu e cresceu
(4). 0 caule e as partes aereas recem-formados cresceram contendo aprecia-
veis quantidades de inibidor I. Quando os novos tuberculos foram estabele-
cidos, acumularam inibidor I, a medida que a concentragao nos tecidos ae-
reos diminuia.

Pusztai (25), analisando inibidores de Phaseofus vulgaris, encon
trou elevados Indices de cistina. Devido a deficiencia em aminoacidos que
contem enxofre, normalmente encontrada nas proteinas do feijao, Pusztai
conjeturou que os inibidores poderiam se constituir em reserva de  enxofre
para a planta.

Shumway e Ryan (citado em 4), utilizando celulas de batatas e to
mates, fizeram um relacionamento direto entre a presenga de densos corpos
proteicos nos vacuolos das celulas e a presenca do inibidor I. Posterior-
mente Shumway, Cheng e Ryan (citado em 4) confirmaram, atraves de anticor-
pos especificos marcados com ferritina, que o inibidor I @ um componente
vacuolar dos corpos proteicos.

Shumway, Cheng e Ryan (citado em 4), tambem detectaram, atraves
de tecnicas imunologicas, o inibidor I acumulado em vacuolos de ceélulas me
ristematicas. E atraves de microscopia eletronica, eles de fato confirma-
ram que os corpos proteicos acumulam-se em pequenos vactolos de celulas jo

vens no meristema apical. Verificaram ainda que, a medida que as celulas

amadureciam, um vactuolo central ia aumentando, enquanto 0s cOrpos protei-




ces desapareciam. O fato estudado sugere que o inibidor I estava sendo uti
lizado para o crescimento e desenvolvimento da planta.

Kirsi e Mikola (15) detectaram a presenga de inibidores na radi-
cula de cevada jovem e notaram que estes desapareciam, a medida que a mes-
ma crescia, demonstrando, assim, que os inibidores estavam desempenhando u-

ma fungao similar aquela encontrada no meristema apical do tomate.

c. Inibidores como agentes protetores contra proteinases de insetos e mi-

crorganismos.

Inumeros microrganismos secretam proteinases que facilitam a in
vasao microbial nos tecidos vegetais, provavelmente, pela hidrolise das
proteinas localizadas no interior e entre as paredes celulares (4). As al-
tas concentragees de inibidores nos tecidos vegetais podem retardar a pro-
teolise nas paredes celulares e nas proteinas da membrana, reduzindo, as-
sim, a possibilidade de uma desorganizacao celular.

Determinadas enzimas, como a pronase e subtilisina, secretadas
por microrganismos, sao semelhantes a tripsina e quimiotripsina é; & suas
especificidades (4). Essas enzimas, quando reagem com oS inibidore;de trip
sina e quimiotripsina de plantas, sao fortemente inibidas. Assim, os inibi
dores constituem um meio que a planta utilizaria para reprimir as proteina
ses patogenicas extracelulareé. :

Mickel e Standish (citado em 4) observaram que larvas de deter
minados insetos ndo se desenvolviam normalmente sobre produtos de soja. Es
sas observacoes levaram Lipke et al. (citado em 4) a estudar a toxicidade
dos inibidores de soja sobre o desemvolvimento completo de Taibofium congu
sum. Apesar dos resultados terem sido negativos para os inibidores de trip
sina, foi revelada a presenca de um inibidor especifico para uma protease
do Trnibofium larval.

Objetivos da investigagao

O desaparecimento dos inibidores de tripsina e quimiotripsina dos

cotiledones de sementes germinantes de leguminosas e um fato estabelecido.




Em Vigha s4inensis, particularmente, Xavier Filho (18) mostrou que os inibi-
dores de tripsina diminuem continuamente durante a germinacao e que o eixo
embrionario controla o desaparecimento da atividade inibitoria dos cotiledo
nes. Apesar de todo o interesse pelos inibidores de proteinases nos ultimos
cinqulenta anos, somente ocasionalmente sua fungao fisiologica tem sdido
pesquisada. Nao se sabe ainda como essas substancias sao mobilizadas nem o
seu papel fisiologico durante a germinacgao.
0 que se conhece atualmente sobre os inibidores e algo conflitan
te. Essas contradigoes podem ser devidas a:
a. ampla distribuigcao dos inibidores por diversas familias bota-
cas;
b. ocorrencia dos inibidores em diversos orgaos e tecidos vege
tais;
c. existencia de inumeros tipos de inibidores de tripsina e qui
miotripsina;
d. utilizagao, em experiencias, de inibidores brutos ou nao in-
teiramente purificados; =
e. existencia de substancias nao proteicas capazes de imibir as
enzimas proteoliticas e que causam outras alteragoes fisiolo-

gicas.

Em nosso trabalho, pretendemos elucidar a maneira como se dis-
poem os inibidores de tripsina e quimiotripsina nos cotilédones de Vigna
S4nensis cv. seridd e como eles sao mobilizados durante a germinagao. Pre-

tendemos determinar ainda onde esses inibidores aparecem apos o estabeleci-

mento da plantula.




I1. MATERIAIS E METODOS
II - A. Materiais

Sementes de feijao de corda (Vigna s4inensis L (Savi) cv. serido) fo
ram fornecidas pelo Centro de Ciencias Agrarias da Universidade Fe-

deral do Ceara.

Caseina - Preparada segundo Hammarsten; obtida de E. Merck AG Darms

tadt, Alemanha.

Trnipsina - Preparagoes cristalinas adquiridas de Nutrional Biochemi
cals Co. (NBCo), EUA.

Quimiotripsina - Preparagoes cristalinas adquiridas de Sigma Chemi-
cal 'Co., St. Lodis; EDA.

=]
Acetil - DL - Fenilalanina- f3 - Nagtil Es¢er - Foi uma preparagao
de Sigma Chemical Co., St— Louis, EUA.

O0-Dianisidina Tetrazotizada - Foi adquirida de E. Merck AG Darms
tadt, Alemanha.

i

Safranina - Foi uma preparagao de E. Merck AG Darmstédt, Alemanha.

Azul de Tofuidina - Foi uma preparagao de E. Merck AG Darmstadt,

Alemanha.

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e obtidos co

mercialmente.




II. B. Metodos

1. Condicoes de germinagao

Sementes selecionadas foram imersas em 5,27%de cloroativo (Brilux) por
um periodo de 10 minutos, com a finalidade de evitar o desenvolvimento de mi
crorganismos durante a germinagao. As cubas e cubetas a serem utilizadas re-
ceberam tratamento identico. O papel utilizado (mata-borrao de 80g/m2), foi
esterilizado em autoclave, a uma temperatura de 120°C, durante 20 minutos.
As sementes foram entao embebidas em agua destilada por um periodo de 4 ho-
ras, findo o qual foram postas a germinar entre duas folhas de papel (30 x
30cm) umedecidas com agua destilada. As folhas de papel, enroladas sobre si
e contendo aé sementes para germinar foram colocadas em cubetas, .que conti-
nham 20 ml de agua destilada e as mesmas foram colocadas numa cuba germinati
va.

Durante o periodo em que se processava a germinagao, amostras foram
sendo retiradas para realizagao deste trabalho, a intervalos de 4, 24, e
120 e 168 horas. .

2. Preparacao dos extratos

Coletadas as amostras das sementes germinadas, o envoltorio epidérmi
co foi desprezado, o eixo embrionario destacado e os cotiledomes separados
em direito e esquerdo, conforme padronizagao mostrada na Fig. 1. Cada coti-
lédone foi dividido transversalmente em tres porgoes (Fig. 2) que denomina-

mos de:

: secgio proximal direita (SPD)
. secgao mediana direita (SMD)

. seccao distal direita (SDD)

. seccao proximal esquerda (SPE)

. seccao mediana esquerda (SME)

. secgao distal esquerda (SDE)




COTILEDONE
DIREITO

COTILEDONE
ESQUERDO

Figura 1 - Padronizagao dos cotilédones em direito e esquerdo.




SPE SPD
(VSME SMD )
SDE \Effb/

Figura 2 - Padronizagao

SPD

SMD

SDD

SPE

SME

SDE

secgao
secgao
secgao
secgao

secgao

secgao

das seccoes cotiledonarias:
proximal direita
mediana direita
distal direita
proximal esquerda
mediana esquerda

distal esquerda.
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. 0 eixo embrionario foi separado em duas porgoes: hipocdotilo-radicu

la (HR) e epicotilo-plumulas (EP).

Para padronizacao das secgoes, foi projetada e construida, em nosso
laboratorio, uma "guilhotina' dotada de laminas paralelas (Figs. 3 e 4),
com o auxilio da qual obtivemos secgoes com pesos uniformes (Tabela I).

Preparadas as secgoes, as mesmas, juntamente com 0S eixos embrionari-
os, hipocotilo-radicula e epicotilo-plumulas, foram colocadas em diferentes
almofarizes e as proteinas foram extraidas durante 1 hora com tetraborato
de’'sodio 0,1 M, NaCl 0,3 M, ajustado a pH 8,0. Os extratos obtidos foram
centrifugados a 2.500X G, os sobrenadantes recolhidos e os precipitados des

prezados,

3. Determinacao de peso fresco

0 peso fresco de cada secgao foi determinado pela media aritmetica
dos pesos de dez amostras. Paralelamente foi determinado o peso fresco do

eixo, hipocotilo-radicula e epicotilo-plumulas.

(-2

2

4. Determinacao do peso seco

0 peso seco das secgoes cotiledonarias, eixo, hipocotilo-radicula e
epicotilo-plumulas, foi determinado, submetendo-se as diversas secgoes a
uma temperatura de 110°C, por um periodo de 24 horas, findo o qual as amos-
tras foram retiradas, colocadas em dessecador contendo PZOS e posteriomente

pesadas.

5. Determinacao de proteinas

A concentracgao de proteinas nos diversos extratos foi determinada pe
lo metodo do microbiureto a 330nm (26), utilizando-se um espectrofotametro

Beckman DU e albumina serica bovina como padrao.




Figura 3 - "Guilhotina", vista de frente

o

Figura 4 - "Guilhotina', vista lateral. @




Figura 3

Figura 4
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6. Determinacao de proteinases e inibidores

a. Tripsina

A Tripsina foi dissolvida em HCl 0,0025 M e as determinagoes das con-
centracoes de solugoes estoque foram feitas por meio de leituras de absorban
cia a 280 mm em um espectrofotometro Beckman DU, usando-se F;so mg/ml =
0,621 (27). As solugoes continham de 0,345 a 0,379 mg/ml.

Para determinagao da atividade caseinolitica da tripsina foi utiliza
do o metodo da digestibilidade de Kunitz (28), sendo que os ensaios foram
feitos da seguinte maneira: uma amostra de solugao estoque de tripsina  foi
diluida com HCl 0,0025 M a fim de obtermos a concentragao a ser utilizada
nos ensaios de aﬁividade; em seguida foi adicionado 1 ml de tampao fosfato
0,1 M pH 7,6 a diversos tubos de ensaios; aliquotas da solugao diluida de
tripsina em volumes crescentes foram entao colocadas nos citados tubos e o}
volume completado para 2 ml com HCl 0,0025 M; os tubos assim preparados fo-
ram colocados em banho a 37°C e, entao, 1 ml de caseina, a 1%, dissolvida em
tampao fosfato 0,1 M pH 7,6, foi adicionado. Apos 20 minutos, a reagao  foi
parada com 3 ml de acido tricloroacetico (TCA) 5%. Provas em branco foram
feitas para as concentragoes extremas de tripsina, sendo que nesses tubos a
adicao de TCA precedeu a de caseina. Estimativas das provas em branco para
concentragoes intermediarias de tripsina foram feitas por interpolagao. Os
tubos foram retirados do banho e colocados em repouso por um periodo de 30
minutos. As suspensoes foram filtradas em papel quantitativo e a atividade da
tripsina foi avaliada através do reagente de Folin, modificado por Lowry et
al. (29), utilizando 1 ml dos filtrados, neutralizados com 0,05 ml de NaOH

2 M e a leitura de densidade otica feita a 750 nm.

b. Quimiotripsina

A quimiotripsina foi dissolvida em agua destilada e as determinacoes
das concentragoes das solugoes estoques foram feitas por meio de leituras de

absorbancias, a 280 nm em espectrofotometro Beckman DU, usando-se F mg /ml

1
280
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= 0,500 (28). As referidas solugoes continham de 0,355 a 0,380 mg/ml.

» Para determinagao da atividade caseinolitica da quimiotripsina, foi
utilizado o metodo da digestibilidade de Kunitz (28), sendo que os ensaios
quimiotripticos se processaram de maneira identica ao descrito para a trip-

sina., Agua destilada foi utilizada no lugar de HCl 0,0025 M.

c. Atividade inibitoria

A atividade inibitoria das diversas preparagoes foi determinada, com
parando-se a atividade das amostras contendo inibidor em quantidades cres-—
centes, com a atividade de solugoes de tripsina ou quimiotripsina sem inibi
dor. O metodo utilizado foi o de Kunitz descrito anteriormente, Foram fei-
tas provas em branco para enzima e para concentragoes extremas de inibidor.
Para as concentracoes intermediarias, os valores das provas foram obtidos
por interpolagao. As atividades foram expressas em Ul/parte, UI/mg peso
fresco, UI/mg de peso seco, Ul/mg de proteina, utilizando-se a definigao

de unidade de inibidor, proposta por Xavier Filho (30). =

7. Detectacao de inibidores de tripsina e quimiotripsina em cortes

transversais de cotilédones de feijao de corda cv. serido.

Com a finalidade de verificar como se faz a mobilizacao dos inibido-
res de tripsina e quimiotripsina no sentido transversal em cotiledones de
Vigna s4inensis, foi desenvolvido um metodo de localizagao de inibidores de

proteases'baseado no metodo de coramento negativo de Uriel e Berges (31).

a. Preparacao do filme de gel de agar

8,0 ml de uma solugao a 27 de gel de agar Oxoid, em agua destilada,
foram espalhados sobre uma lamina de vidro (11,9 x 8,9 cm) a fim de obter-
se uma fina pelicula. Apos esfriamento do gel, o mesmo foi recoberto com

5,3 ml de tripsina 0,5 mg/ml, dissolvida em tampao fosfato 0,1 M pH 7,4, por

30 minutos, apos o que o excesso de solucao foi retirado e o gel lavado com
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agua destilada. Com a finalidade de evitar a difusao dos inibidores  no
gel, a lamina assim preparada, antes de ser utilizada, foi posta para se
car durante 24 horas a temperatura ambiente (24OC).

Laminas contendo quimiotripsina foram preparadas de maneira iden-

tica, sendo qua a concentracao de quimiotripsina foi de 0,05 mg/ml.

b. Preparacao dos cortes de cotiledones

Foram utilizadas sementes de feijao com 4 horas de embebigao, 96
e 168 horas de germinagao. As amostras foram retiradas das cubas germina
tivas, a cobertura epidermica desprezada e os cotiledones separados. Fo-
ram feitos entao cortes transversais a mao livre, com lamina de barbear,
na porcao mediana dos cotiledones. Os referidos cortes foram fixados em
formol 47 durante 1 minuto e, posteriormente, lavados durante 20 minutos
com tampao fosfato 0,1 M pH 7,4. Com a finalidade de impedir a atividade

de enzimas '

'semelhantes a tripsina", existentes nos cotiledones de Vigna

44nensis que mascaravam os nossos resultados, os cortes assim preparados
e 0 ; ) i g

sofreram '"choque termico" durante 5 minutos a 60 C. Nesta condigoes’;, a

atividade inibitoria aparentemente nao e afetada.

c. Contacto dos cortes de cotiledones com o gel de agar

Preparados os cortes de cotilédonesa os mesmos foram colocados a
mao livre, em contacto com o gel, numa camara umida, por um periodo que
variou entre 1 e 30 minutos. Terminado este periodo, os cortes foram cui
dadosamente retirados e o gel foi imerso por 30 minutos em uma mistura
de 5 ml de APNE 2,5 mg/ml em dimetilformamida e 45 ml de uma solucao de
o-dianisidina tetrazotizada em tampao fosfato 0,1 pH 7,4. Apos 30 minu-
tos, o gel foi colocado em acido acetico 7%, lavado com agua destilada e

posto para secar. Fotografias de secgoes escolhidas foram tomadas com au

mento de 10 vezes.
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8. Diafanizacao de cotiledones para identificacao da disposicao das

nervuras cotiledonarias

A disposigao das nervuras cotiledonarias foi determinada pelo me
todo de diafanizagao citado por Isaia (32), utilizando-se sementes com
168 horas de germinagao. O referido metodo consta de:
- fixagao em formol a 4%
- 12 horas num banho de etanol a 707
- 72 horas num banho de KOH a 37
- 48 horas num banho de KOH a 57 em etanol 507
- 12 horas num banho de etanol 70%
- 96 horas num banho de hidrato de cloral a 5% em etanol 70%
- 12 horas num banho de etanol 957
- 15 minutos num Banho de H202 87 em etanol a 90% (ao sol)
- desidratacao completa com etanol absoluto
- 30 minutos de coloragao com safranina 0,17 em etanol-xilol
(2:1) P

- diferenciagao em xilol saturado de fenol e misturado aoe “xilol
puro ha proporgao de 2:3

- lavagem com xilol puro

- fotografias com 10 vezes de aumento

9. Identificacao dos feixes vasculares em cortes transversais de co-

‘tiledones de feijao de corda cv. serido

Com a finalidade de identificar os feixes vasculares em cortes
transversais, foram feitos cortes na porcao mediana de cotiledones de fei
jao com 4 horas de embebicao e 96 e 168 horas de germinacao. Os cortes fo

ram corados com safranina 0,17 em etanol-xilol (2:1, v/v), atraves de tec

nicas usuais de coloragao.




ig

10. Detectagio de proteinas em cotiledones de feijao de corda cv. se-

rido

Com a finalidade de verificar o processo de degradacao das protei
nas, cortes transversais de cotiledones com 4 horas de embebigcao e 96 e
168 horas de germinacao — depois de desidratados em bateria agua-alcool —,

foram corados com azul de toluidina 0,17 em etanol-xilol (2:1 v/v), atra-

ves de tecnicas usuais de coloragao.

i

®
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IIT. RESULTADOS

1. Determinacao de peso fresco e peso seco

Na Tabela I, estao apresentados os resultados obtidos nas de-
terminacoes de peso fresco e peso seco das diversas secgoes cotiledonarias,
do eixo, do hipocotilo-radicula e do epicotilo-plumulas. Como todos os re-
sultados encontrados para as secgoes cotiledonarias direitas e esquerdas fo
ram semelhantes, passamos a chamar as referidas secgoes apenas de secgao
proximal, secgao mediana e secgao distal.

A variagao maxima de peso fresco entre as diversas secgoes
nao chegou a 20% (15,17% entre SP e SM a 4 horas de embebigao); para o peso
seco esta vaéiagio atingiu o maximo de 137 (entre SP e SD, 24 horas de ger-
minagao). Os coeficientes de variagao mostram que os cortes com a ''guilhoti
na" foram bastante uniformes, tanto no que diz respeito a peso fresco como
a peso seco.

Observando-se a fig. 5, ve-se que os pesos frescos das  sec-
¢oes permanecem constantes até as 72 horas da germinagao, quando entao co-
mecam a diminuir. Ao contrario, os pesos secos das mesmas secgOoes comegam a
diminuir logo nas primeiras 24 horas de germinagao (fig. 6).

Nos eixos, hipocotilo-radicula e no epicotilo-plumulas, os pe
sos frescos e secos aumentam sempre desde o inicio da germinagao ate o esta
belecimento da plantula (figs. 7 e 8).

2. Determinacao de proteinas

Examinando-se a Tabela II, observa-se qﬁe as SP, SM e SD apre
sentam concentracoes de proteinas semelhantes. Isto foi mostrado quando as
diversas medias foram comparadas utilizando-se o teste de t; os resultades
foram nao-significativos ao nivel de 95%.

A fig. 9 sugere que, nas condigoes dos experimentos, ha uma

mobilizagao de proteinas maior nas primeiras 24 horas de germinagao do que

posteriormente.




ITABLELA

PESOS FRESCOS E SECOS DAS SECGOES COTILEDONARIAS, EIX0, HIPOCOTILO-RADICULA E EPICOTILO-PLUMULAS

PESO FRESCO PESO SECO
TEMPO DE GERMINAGAO SECGOES MEDIAS (MG) ) cv MEDIAS (MG) Y cv
SP 62,35 IS ST b 33,38 4,70 14,08
I HORAS SM 73,50 4,31 5,86 34,98 5000 10,01
SD 64,19 10,44 16,27 34,14 5,02 14,75
EIXO0 8,91 0,90 10,10 5385 0,32 9.55
SP 66,86 1,66, 2,43 25,34 1,87 7,38
SM 13,13 b7 228 29,16 0,85 2,91
24 HORAS SD 73,83 195 ki 29,17 0,88 3,02
EIXO0 67,28 5,41 8,04 6,24 0589« 11,06
SP 65,24 7R 1 (Y 23,34 0,89 5,81
SM 70,28 15206 Ll 24,16 1,21 5,01
72 HORAS SD 70,06 4,83 6,89 25,06 2ol L IlsiE
HR 216,44 10,06 4,65 26,81 1,56 5;62
EP 37,42 0,52 1538 16,94 =,087 . 18,18
SP 41,51 6,15 14,82 9,84 2,51 25,51
SM 38,88 4,03 10,36 10,30 2050 20,68
120 HORAS SD 41,08 7,42 18,10 9,32 2,20 23,60
HR 344,90 54,21 6,42 58,53 8,41 14,37
EP 155,06 24,46 15,78 23,45 TG B LT
SP 18,23 0,30 1,65 2,52 0,17 6,49
SM 17,65 2,93 16,60 2,49 0,21 8,43
168 HORAS SD 18,17 2,08, 12,43 2,00 0,10 5,00
HR 1.074,14 49,05 » 4,57 69,67 1,98 2,84
EP 636,10 28,900 4,52 38,47 2,16 5.61
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Figura 5 - Pesos frescos das secgaes cotiledonarias. SP (—e—), SM (—§—)

e SD (—a—).
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Figura 6 - Pesos secos das seccoes cotiledonarias. SP (—e—), SM (—e—) e

SD (—=a—).




1700 3 v =

1.500 |— ; ” —

PESO FRESCO (mg)

HORAS DE GERMINAGAO
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Figura 8 = Pesos secos do eixo, hipocotilo-radicula e epicotilo-plumulas.

Eixo (—O— ), HR (—&—), EP (—®— ) e HR+EP ( <=+ ).




TABELA
ATIVIDADES INIBITORIAS DA TRIPSINA

I1

PROTEINA (MG/MG) UITAPARTE UIT/MG DE PESO FRESCO UIT[M6 DE PROTEINA UIT/MG DE PESO SECO

TEMPO DE GERMINACT\O SECCﬁES MEDIAS K3 cv % cv R MEDIAS Y cv cv
0,260 0,016 6,15 12,52 8,96 0,11 8,26 0,63 7,67 8,95

i HORAS 9,231 0,051 22,08 4,13 3,53 0,13 6,70 0,48 7,10 3,44
0,259 0,022 8,49 15,05 16,67 0,25 5,42 0,91 16,79 7,31

0,414 0,027, 6,52 4,15 17,31 0,04 0,66 0,09 13,25 17,32

0,208 0,019 9,21 31,96 20,31 0,56 11,50 2,18 18,98 20,2

21t HORAS 0,194 0,005 2,63 11,99 7,60 0,19 11,46 1,49 13,00 7,69
0,195 0,026 13,23 13,87 9,55 0,44 10,12 3,23 31,92 28,59

0,084 0,014 16,67 0,54 3,08 0,001 0,31 0,04 14,19 2,87 0710 3,55

0,172 0,024 13,95 11,25 12,98 0,34 48 428 1682 10,29

05168 05012, 7k 13,99 14,37 0,29 7,60 1,52 17,50 14,37

72 HORAS 0,279 0,010 5,59 23,25 28,96 0,38 6,54 2,04 31,18 28,97
0,028 0,004 13,57 0,82 10,12 0, 0006 0,13 0,003 2,40 10,00

0,05 0,006 10,71, 0,28 15,53 0,0008 0,680 0,02 24,72 14,54

0,137 0,016 11,53 15,25 30,18 0,24 8,28 1,92 23,19 30,19

0,143 0,000 0,00 15,55 30,48 0,28 8,03 1,93 24,01 30,50

120 HORAS 0,132 0,000 0,00 13,67 31,12 0,23 6,44 1,64 25,51 32,89
0,020 0,001 6,00 0,17 4,68 0,00001 0,02 0,00 5,45 4,76

0,032 0,002 5,00 0,07 2,47 0,0003 19,44 0,06 0,009 _ 15,82 2,46

gﬁg 0,004 3,09 0,52 24,i6 0,02 0,79 0,18 22,30 24,10

3 0,005 4,13 0,2¢ 17,25 0,015 0,54 0,13 23,21 18,80

168 HORAS 0431 ;0020 1,83 0,0, 7,83 0,003 %16, 002 13,75 7,39
0,011 0,006 14,54 0,29 16,50 0,00002 10,62 0,01t 00000 7.14 16,60

0,018 0,001 5,5 0,14 0,0007 0,04  00G 9,21 3523

2,%
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Figura 9 = Concentragoes de proteinas das seccoes cotiledonarias. SP (—e—),

SM (—e—) e SD (—a—).
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Ao final da investigacao (168 horas de germinagao), as concen
traéaes de proteinas nas diversas seccoes tinham sido reduzidas, em media,
de aproximadamente 507.

No eixo, o decréscimo de concentragao de proteinas nas pri-
meiras 24 horas, foi de cerca de 807 (fig. 10). No hipocotilo-radicula e no
epicotilo-plumulas, a concentragao de proteinas diminui, a medida que a ger

minagao evolui (fig. 10).

3. Inibidores de tripsina

A Tabela II mostra ainda os resultados obtidos na determina-
cao dos IT, os desvios padrao e os coeficientes de variagao calculados. Co-
tiledones de sémentes com 4 horas de embebigio parecem apresentar um gradi-
ente de concentragao de IT que aumenta da porgao distal para a porgao proxi
mal. Este gradiente & observado em quaisquer das unidades empregadas: UIT/
parte, UIT/mg peso fresco, UIT/mg peso seco e UIT/mg de proteina (figs.
11, 12, 13 e 14); a diferenca entre as medias foi significativa ao enivel °
de 99%. .

Com 24 horas de germinacao, verifica-se um aumento significa-
tivo nos IT com relagao aos niveis de 4 horas e o gradiente observado ante-
riormente parece ser desfeito.

Apos as primeiras 24 horas de germinacao, a velocidade de de-
saparecimento dos IT e maior na porgao proximal do que na distal, fato este
que parece contribuir para o desaparecimento do gradiente antes referido.

A mobilizacao continua ate as 168 horas de germinacao, quando
praticamente todo cotiledone fica exaurido de iniEidor. Esse resultado foi
confirmado pela tecnica de coramento negativo desenvolvida neste labora-
torio (ver em metodos).

Observando-se a fig. 13 (UIT/mg peso seco), verifica-se que
a concentragio dos IT decresce significamente (a nivel de 99% de certeza)
na SP, das 24 as 72 horas de germinacao. Entretanto, o decréscimo que ocor-

re na secgao distal nao e significativo com relacao aos niveis encontrados

para 24 horas. Com 120 horas, a concentracao dos IT em todas as secgoes e
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Figura 11 = Inibidores de tripsina das secgoes cotiledonarias. SP (—e—),

SM (—e—) e SD (—m—).




5 2,0
O
(2}
1%}
@
T8
o 1,8
n
W
Q
a

1,0
=
E
~
o
>

0,5

Pt l 1 l 4 l
48 9% 144
HORAS DE GERMINACAO
Figura 12 = Concentragoes de inibidores de tripsina referidas a peso fresco

das secgoes cotiledonarias. SP (—e—), SM (—¢—) e SD (—a—).
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Figura 13 - Concentragoes de inibidores de tripsina referidas a peso seco das sec

gSes cotiledonarias. SP (—e—), SM (—%—) e SD (—a—).
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semelhante aquela encontrada para as 24 horas de germinacao. Apos esse pe-
riodo, a mobilizagao se intensifica e a concentragao dos inibidores decres
ce rapidamente. A mobilizacao fica praticamente completa ate 168 horas de
germinagao. A concentracao dos IT, quando referida a peso fresco (fig. 12),
decresce logo a partir das primeiras 24 horas, ja que o pesg fresco perma-
nece constante ate 72 horas de germinagio (E3g: 5)a

A atividade especifica dos IT (UIT/mg de proteina) decai len
tamente das 24 as 72 horas, dail permanece praticamente constante ate 120
horas, quando entao decresce rapidamente ate 168 horas de germinagao (fig.
14).

A metabolizagao dos IT no eixo, durante as primeiras 24 ho-
ras, e bastante intensa, sendo maior que a observada na proximal do cotile
done, quandorem fase de ativa de utilizagao, isto e, entre 24 e 72 horas
de germinagﬁo (figs. 15, 16, 17 e 18). Os inibidores de tripsina tendem a
desaparecer por completo do hipocolito-radicula, mas, entre 72 e 168  ho-

ras, parece haver aumento no epicotilo-plumulas (figs. 15 e 17).

4. Inibidores de quimiotripsina &

A Tabela III mostra os resultados obtidos na determinagao
dos IQ em diversas regioes da semente de feijao e da plantula.

De maneira analoga aos IT, os inibidores de quimiotripsina
em sementes com 4 horas de embebigao apresentam um gradiente de concentra-
gao que aumenta da secgao distal para a secgao proximal. Aqui também ha au
mento significativo tanto de concentracao quanto de quanridade total de
inibidores de quimiotripsina com 24 horas de germinagao.

Apos as primeiras 24 horas de germinacao, o gradiente parece
ser desfeito e a mobilizacao dos inibidores torna-se mais intensa, princi-
palmente na secgao proximal (figs. 19, 20, 21 e 22).

A mobilizagao continua até que, com 168 horas de germinacao,

os cotiledones ficam praticamente exauridos de IQ. Esse resultado foi tam-

bem confirmado pela técnica de coramento negativo .
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Figura 15 - Inibidores de tripsina do eixo, hipocotilo-radicula e epicoti

lo-plumulas. Eixo (—O3—), HR (—C—), EP (—®—) e HR+EP (--%-).
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igura 16 -  Concentracoes de inibidores de tripsina referidas a peso fresco do
eixo, hipocotilo-radicula e epicotilo-plumulas. Eixo (—O— ) ,

HR (—O0—), EP (—O—) e HR+EP (-<F--).
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Figura 18 - Atividade especifica de inibidores de tripsina do eixo, hipoco-

tilo-radicula e epicotilo-plumulas. Eixo (—O—), HR (—O—),
EP (—O®—) e HR+EP (-~*--).




TABELA TII

ATIVIDADES INIBITORIAS DA QUIMIOTRIPSINA

FRESCO

UIQ(PARTE UIQ/MG DE PESO UIQI/MG DE PROTEfNA UIQ/MG DE PESO SECO

TEMPO DE GERMINACAO SECCOES MEDIAS R cv MEDIAS ' Q cv MEDIAS Co cv MEDIAS S Ccv
SP 44,16 4,81 10,90 0,686 0,061 8,95 2,61 0,075 2,87 1,32 0,14 10,68

I HORAS SM 34,58 7,50 21,69 0,539 0,094 17,25 2,15 0,260 12,33 0,99 0,21 21,62
SD 32,51 8,1% 95,09 0,4 0,074 17,92 1,66 0,280 16,99 0,95 0,25 26,21

EIX0 9,77 0,87 8,92 0,112, 0,009 8,15 0,27 0,040 14,85 2,92 0,29 9,97

SP B525/3 . TEEL 1L.38 0,790 0,120 15,82 3,92 0,42 10,71 2,08 0,29 14,00

2L HORAS SH 4865 - G897 1435 0,69: 0078 9756 3,62 0,30 8,29 1,66 0,17 10,42
SD 43,50 10,33 23,76 0,570 0,110 18,77 3,06 0,91 30,00 1,49 0,36 24,16

EIXO0 6,04 0,93 15,48 0,009 0,002 23,60 0,107 0,0067 6,26 0,97 0,16 16,29

S 29;19. 118 3.9 o486, 0,087, 10063 252 0,11 W21 1,25 0,07 5,B8

SM 29,79 5,26 17,64 0105 0,072 16,89 2,55 0,57 22,21 1,75 0:22 18,21

72 HORAS SD 37,94 4,89 12,89 0,562 0,118 21,000 3,14 0,33 12,42 1,51 0,20 13,24
HR 2,75°0 000" 2,58 0,002 00001 8,33 0,04 0,005 11,14 0,100 0,007 7,10

EP 0,586 0,084 14,33 0,006 0,002 12,50 0,028 0,001 3,57 0,035 0,005 13,66

SP 1878 2,5 19,71 0,2700 0,032 11,85 1,98 0,46 23,28 1,200 0,23 19,50

SM 13,38 2,26 19,85 0,266 - 0,032 12,03 1.8L 0,24 13,11 1,21 0,22 20,18

120 HORAS SD 7,08 1,00 14,19 0,145 0,080, 20,69 1,06, 0,22 21,17 0,76 0,10 13,16
HR 2,15 0,06 3,30 0,0003 0,000 7,69 0,013 0,0007 5,38 0,037 0,001 2,70

P EP 1,58 0,038 2,40 0,001 00002 12,09 0,031 0,004715,10 0,067 0,002 2,54
SP (5955 2L 2157 0,044 0,0085 82,82 0,354 0,069 19,94 0,36 0,080 22,50

SH 0,780 0,24 30,51 0,037 0,009 26,41 0,302 0,077 25,50:0,31 0,100 32,26

168 HORAS SD 0,908 0,20 22,46 0,042 0,004 22,38 0,322 0,072 22,36 0,45 0,100 22,67
HR 2,05 0,200 9,76 " 0,00018 00002 11,11 0,016 0,001 6,25 0,029 0,003 11,38

B 2,64 0,495 18,75 0,000 27,50 0,022 0,0048 21,82 0,069 0,013 18,84

o 0,00040
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Figura 22., & Atividade especifica de inibidores de quimiotripsina das seccoes

cotiledonarias. SP (—e—), SM (—w—) e SD (—8—).
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Observando-se a fig. 21 (UIQ/mg peso seco), verifica-se que,
de maneira analoga aos IT, a concentragao dos inibidores de quimiotripsina
decresce significamente na seccao proximal entre 24 e 72 horas, enquanto que,
na seccao distal, a concentracao permanece praticamente constante. No perio-
do compreendido entre 72 e 120 horas, a concentragao dos inibidores na SP
praticamente nao se modifica, enquanto que na secgao distal decresce intensa
mente. Apos 120 horas, a mobilizagao na secgao proximal novamente se intensi
fica e, com 168 horas de germinagao, todas as secgoes ficam praticamente
exauridas de inibidores de quimiotripsina. A concentracao dos IQ, quando re-
ferida a peso fresco (fig. 20), decresce na secgao proximal de maneira quase
linear, desde as primeiras 24 horas até as 168 horas de germinagao. Na sec-
cao distal, a concentracao so comega a diminuir apos 72 horas de germinagao.
Esses resultados sugerem que os inibidores de quimiotripsina sao mobilizados
de um modo diverso de como o sao os de tripsina.

A atividade especifica dos IQ (fig. 22) decresce na seccgao pro
ximal de maneira quase linear, desde as primeiras 24 horas ate 168 horas de
germinagao, enquanto que, na secgao distal, esse decrescimo so se verifica
apos 72 horas de germinagao. e

Como os IT, os inibidores de quimiotripsina sofrem intensa me-
tabolizagao no eixo embrionario nas primeiras 24 horas de germinagao (figs.
23, 24, 25 e 26). Os IQ tendem a desaparecer do hipocotilo-radicula, mas, en
tre 72 e 168 horas, - como no caso dos IT -, parece haver um aumento no epi-

cotilo-plumulas (figs. 23, 24, 25 e 26).

5. Disposicao das nervuras cotiledonarias

A fig. 27 mostra cotiledones diafanizados, utilizando-se a téc
nica citada por Isaia (1959) (32). Nela se observa uma nervura principal que
acompanha a concavidade dos cotiledones e inumeras nervuras secundarias que
partem da principal e mergulham para regioes opostas ao hilo.

A fig. 28 (A, B, e C) mostra cortes transversais feitos na sec

gao mediana de cotiledones com 4 horas de embebicao, 96 e 168 horas de germi

nacao, respectivamente, corados com safranina atraves de tecnicas usuais de
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Figura 23 - Inibidores de quimiotripsina do eixo, hipocotilo-radicula e epicoti-

lo-plumulas. Eixo (—O—), HR (—O— ), EP (—®—) e HR+EP ¢ = ).
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Figura 25 - Concentracoes de inibidores de quimiot;ripsina referidas a peso seco

do eixo, hipocotilo-radicula e epicotilo-plumulas. Eixo (—3—) ,

HR (—O—), EP (—O—) e HR4EP (-%--).
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Figura 26 - Atividade especifica de inibidores de quimiotripsina do eixo,
hipocotilo-radicula e epicotilo-plumulas. Fixe (=@,
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Figura 28

Disposicao dos feixes vasculares em cortes transversais de

cotiledones. &

a. cotiledone com 4 horas de embebigao

b. cotiledone com 96 horas de germinagao

c. cotiledone com 168 horas de germinacao.
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coloragao. Na referida figura, € salientada a disposicao das nervuras prin-

cipais e das nervuras secundarias (manchas negras).

6. Distribuicao de proteinas

A fig. 29 (A, B e C) mostra cortes transversais da porgao medi
ana de cotiledones de sementes com 4 horas de embebigao, 96 e 168 horas de
germinagao, respectivamente, corados com azul de toluidina atraves de tecni
cas usuais de coloracao. Na fig. 29 A, observa-se que as proteinas estao am
plamente distribuidas em todas as regioes do corte. Na fig. 29 B, verificam-
se regiaes em que nao mais existem proteInas (manchas claras). Verifica-se
ainda que essas regioes correspondem aos locais mais distantes dos feixes
vasculares. Finalmente, na fig. 29 C, nota-se que, com 168 horas de germi-
nacao, as proteinas estao restritas as regioes que correspondem aos feixes

vasculares (figs. 27 e 28).

7. Mobilizacao transversal de inibidores e

As figs. 30 (A, B, C e D) e 31 (A, B e C) mostram a mobilizagao
dos inibidores de tripsina e quimiotripsina em cortes transversais da por-
cao mediana de cotiledone, respectivamente. Os referidos cortes foram fei-
tos em cotiledones de sementes com 4 horas de embebicao e 96 e 168 horas de
germinagao. A tecnica utilizada foi a de coramento negativo, desenvolvida
em nosso laboratorio e descrita anteriormente.

Nestas seqllencias, observa-se que, com 4 horas de° embebicao
(figs. 30 A e 31 A), os inibidores estao amplamente distribuidos em todas
as regioes do cotiledone. As figs. 30 B e 31 B mostram que, com 96 horas,
os inibidores estao restritos apenas a uma regiao proxima ao hilo. Essa re-
giao coincide com aquela por onde passa a nervura principal (figs. 27 e 28
A, B e C) e coincide também com uma regiao cujo teor de proteinas foi mos-
trado ser alto (fig. 29 A, B e C). Em alguns cortes de cotiledones com 96

horas de germinagao, os inibidores, alem de aparecerem na nervura princi-

pal, aparecem tambem nas nervuras secundarias (fig. 30 C). Finalmente, as
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Mobilizacao das proteinas em cortes transversais de cotiledo
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b. cotilédone com 96 horas de germinagao
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Figura 30

Mobilizagao de inibidores de tripsina em cortes trgnsversais
de cotiledones. Aumento 10 x.

é. cotiledone com &4 horas de embebicao

b. cotiledone com 96 horas de germinacgao

c. cotiledone com 96 horas de germinagao

d. cotiledone com 168 horas de germinacao







Figura 31 - Mobilizagao de inibidores de quimiotripsina em cortes transve:
sais de cotiledones. Aumento 10 x.
a. cotiledone com &4 horas de embebigao

b. cotilédone com 96 horas de germinacao

c. cotiledone com 168 horas de germinagao.
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figs. 30 D e 31 C mostram que, com 168 horas, os inibidores nao sao mais de-

tectados. Com esse tempo de tratamento, observa-se somente uma leve impres-

sao no gel causada provavelmente pelas paredes celulares.
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IV, DISCUSSAO

A mobilizagao das proteinas de reserva comega desde as primei-
ras horas de germinagao, quando ela e mais intensa, ate o estabelecimento
da plantula (Tabela II, Fig. 9). Entretanto, o peso fresco das secgoes coti
ledonarias permanece constante ate 72 horas de germinagao (Tabela I, Fig.5).
Esse fato provavelmente deve-se ao processo de absorgio d'agua que parece
compensar, em peso, a mobilizagéo das proteinas e de outras reservas (33).
Determinando-se o peso seco das SP, SM e SD, mostramos (Tabela I, Fig. 6)
haver um decréscimo em peso, justificado pela mobilizagao das proteinas de
reserva armazenadas nos cotiledones e certamente pela mobilizacao de outras
reservas, como o amido (33) (Tabela 11, Fig. 9).

A metabolizacao das proteinas no eixo, nas primeiras 24 horas,
e intensa, entretanto, os pesos frescos e secos aumentam significativamente
Neste caso, explica-se o ocorrido pelo fato de que, durante a germinagio, o
corre sintese tanto de proteinas estruturais, nao soluveis, as custas das
proteinas de reserva, como de inimeras outras substancias que sobrépujam,
em peso, as proteinas. No hipocotilo-radicula e no epicotilo-plumulas ocor-
re algo semelhante (Tabelas I e II, Fig. 10).

Nas tres secgoes cotiledonarias (SP, SM e SD), as proteinas se
distribuem igualmente em todas as fases de germinagio (Tabela II), sendo
que, com 168 horas de germinacao, somente SOZ das proteinas de reserva ti-
nham sido mobilizadas, talvez porque, apos aé 72 horas de germinacao, a
plantula ja estivesse fotossintetizando.

0 feijao de corda cv. serido apresenta atividade inibitoria em
suas diferentes partes — cotiledones, eixo, hipocotilo-radicula e epicoti-
lo-plumulas — em todos os estagios de germinagao nas condigoes dos experi-
mentos, existindo pronunciadas diferengas na distribuigao e no comportamen-
to dos inibidores. As diferencas na distribuigao e no comportamento sugerem

que esses inibidores desempenham fungoes tambem diferentes. Esses dados es-

tao de acordo com os de Sohonie e colaboradores (34, 35, 36), Pusztai (25)
e Ryan (4).

Apesar da grande mobilizacao das proteinas nas primeiras 24 ho



ras, os inibidores de tripsina aumentam em concentracao, em atividade espe-
cifica e em conteudo total de inibidor. Resultado comparavel ao obtido por
Pusztai para "Kidney bean" (25), sendo que al a quantidade de inibidor per-
manece constante ate o quarto dia, somente aumentando sua concentracao apos
o quinto dia de germinagao.

Esses dados sugerem que, provavelmente, houve uma maior solubi
lizagao dos inibidores devido talvez a destruicao de complexos formados du-
rante o desenvolvimento, principalmente na secgao distal (Figs. 11, 12, 13
e 14). Essa explicagao justifica tambem o desaparecimento do gradiente de
inibidores existentes nos cotiledones de sementes com 4 horas de embebicao,
bem como sugere que essas moleculas possam exercer um papel de protegéo ou
inibicao de proteases endogenas ou ambos, sendo esses complexos desativados
logo nas primeiras 24 horas, quando as enzimas sao chamadas a exercerem su-
as fungaes fisiologicas (Tabela II, Figs. 9, Lils 12, 138, 14).

Intensa mobilizacao dos inibidores de tripsina ocorre apos 24
horas, quando o conteudo total de inibidores (UI/parte) decresce ginearmeg
te (Fig. 11). A concentragao dos inibidores (Ul/mg peso seco) (Fig.“13) na
SP sofre um decréscimo apos 24 e ate 72 horas, enquanto que, nas demais
seches (SM e SD), nao varia estatisticamente. Da mesma maneira que para os
inibidores de "Kidney bean" (25), a concentragao dos inibidores do feijao
de corda sofre um aumento durante a germinacao em todas as suas seccoes. Tal
aumento, no presente caso, se efetua apos o Ferceiro dia. Entretanto, a par
tir das 120 horas, os inibidores sao intensamente mobilizados, ficando a
mobilizagao praticamente concluida ao fim das 168 horas de germinacao.

Nesta fase, nossos resultados diferem daqueles encontrados por
Pusztai (25), onde a concentragao de inibidores so comega a decrescer em
estagios posteriores da germinagao; isto pode ser explicado pelo fato de se
tratar de especies genericamente diferentes. A concentracao, quando referi-
da a peso fresco (UIl/mg peso fresco) (Fig. 12), decresce logo a partir das
primeiras 24 horas, ja que o peso fresco permanece constante até 72 horas
de germinacao (Fig. 5).

A atividade especifica dos inibidores de tripsina decai lenta-

mente das 24 ate as 120 horas (Fig. 14), durante uma fase de lenta mobiliza
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cao de proteinas (Fig. 9). Esses resultados parecem concordar com os de Xa-
vier Filho (18), embora exista um atraso de 48 horas para o decrescimo da a
tividade especifica no presente caso. Das 120 as 168 horas, entretanto, a
atividade decresce abruptamente, enquanto a mobilizagao de proteinas decres
ce mais lentamente. Podemos sugerir, portanto, que, nesta ultima fase, os 3
nibidores de tripsina sao mobilizados preferencialmente com relagcao a ou-
tras proteinas, podendo, neste caso, estarem funcionando como reserva pro-
teica, talvez formecendo aminoacidos sulfurados, como sugeriu Pusztai (25),
para suprir as necessidades fisiologicas da planta.

No eixo observa-se um grande decrescimo dos inibidores de trip
sina nas primeiras 24 horas, sugerindo talvez que esses inibidores estavam
desempenhando um papel protetor das proteinases endogenas ou de proteinasde
reserva rapidamente metabolizadas. Entre 72 e 168 horas os 1inibidores ten-
dem a desaparecer do hipocotilo-radicula, 2 medida que, no epicotilo-plumu-
las, essas proteinas vao aumentando, ao contrario do que acontece nas fo-
lhas da batata doce, ''green gram'" e "asiatic yam', onde eles diminuem a me-

-

dida que a folha envelhece (36). Esses resultados sugerem provével& sintese
de 1nibidores no.epicotilo-plumulas (Figs. 15 e 17). 3

Similarmente aos IT, os inibidores de quimiotripsina parecem
aumentar sua solubilidade nas primeiras 24 horas de germinagao, provavelmen
te devido a destruigéo dos complexos enzima-inibidor. Tambem nos IQ, com a
solubilizagao, o gradiente observado em cotiledones de sementes com 4 horas
de germinacao, fica entao desfeito. Do mesmo modo, os inibidores de quimio-
tripsina parecem desempenhar funcoes identicas aquelas propostas para os IT
(Figs. 19, 20, 21 e 22).

A concentracao dos IQ (UIQ/mg peso seco) comeca a diminuir
linearmente a partir das primeiras 24 horas de germinacao, indicando que ha
uma metabolizagao mais intensa desses inibidores, quando comparados aos IT
(Figs. 13 e 21).

A atividade especifica dos IQ, ao contrario da dos IT, cai pro
gressivamente logo a partir das 24 horas ate as 168 horas de germinacgao,

confirmando haver mobilizacao preferencial desses inibidores com relacao

aos de tripsina e mesmo com relagao a outras proteinas (Figs. 14 e 22).
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No eixo, os inibidores de quimiotripsina tem comportamento se-
melhante aos IT, provavelmente desempenhandc identicas fungoes fisiologicas.
No hipocotilo-radicula e epicotilo-plumulas, o comportamento dos IQ tambem
e identico ao dos IT (Figs. 23, 24, 25 e 26).

Na Fig. 29 seqliencia fotografica A, B e C, vemos que, durante
a germinacao, ha um desaparecimento gradual das proteinas de cada lado dos
cotiledones adjacentes ao hilo, na periferia e nas celulas mais distantes
dos feixes vasculares. Esse tipo de mobilizacao foi visto anteriormente por
Harris e Chrispeels (37) para Vigna ungucculato e assemelha-se a mobiliza-
cao protéica de "mung bean" (Phaseolus awreus = Vigna hadiata) (38). Esses
resultados tambem confirmam e estendem as observagoes feitas por Yomo e Tay
lor (39) e por Opik (40), respectivamente, de que a atividade das proteases
e a perda das proteinas de reserva do Phaseofus vulgaiis e mais intensa nas
celulas mais distantes dos feixes vasculares, porem difere pelo fato de a
proteolise e o desaparecimento das proteinas serem altos pertoda periferia.
Neste particular, nossos resultados confirmam e estendem os de Smith e Flynn
(citado em 37) para o Pisum arvense. Nota-se ainda, na seqliencia fotografi-
ca, uma grande concentragéo de proteinas no interior dos feixes vaséulares,
fato que sugeré ser a mobilizacao proteica por ali processada.

A mobilizagao dos IT e dos IQ parece tambem ser feita atraves
das nervuras cotiledonarias. De acordo com as seqliencias fotograficas (Figs.
30, A, B, C, eD e 31 A, B e C), nota-se que os ultimos locais do cotiledo
ne em que os inibidores desaparecem, correspondem a um ponto em que ha grano
de concentragao de proteinas (Fig. 29 B) e ao local em que passa a nervura
principal (Figs. 27 e 28 A, B e C).

A distribuicao da atividade anti-triptica e anti-quimiotripti-
ca e sua mobilizagao durante a germinagao parecem sugerir uma dualidade de
fungoes para os inibidores de tripsina e quimiotripsina. Aparentemente, du-
rante as primeiras horas de germinagao, os inibidores sao liberados de com-
plexos pre-existentes, os quais poderiam estar protegendo ou inibindo pro-
teases no inicio dos processos germinativos. Os inibidores seriam, depois

disso, metabolizados rapidamente com maior intensidade na porcao proximal e

no eixo embrionario, onde este processo parece ser exclusivo.
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A mobilizagao dos inibidores se da, aparentemente, da porgao

distal para a porcao proximal do cotiledone no sentido longitudinal e, trans

versalmente, das regioes opostas ao hilo e em direcao a nervura principal.

Este quadro se ajustaria a uma funcao de reserva para estas proteinas onde

elas forneceriam aminoacidos essenciais — provavelmente cisteina — ao de

senvolvimento da plantula.

&
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V, CONCLUSOES

1. Foram detectadas atividades anti-triptica e anti-quimiotrip
tica em diferentes partes — cotiledones, eixo, hipocotilo-radicula e epico
tilo-plumulas — de Vigna s4inensss L (Savi) cv. serido em todos os estagios
de germinagao nas condigoes dos experimentos;

2. um gradiente de inibidores de tripsina e quimiotripsina,
que aumenta de SD para SP, foi detectado em cotiledones de sementes com &
horas de embebicao;

3. ao final das primeiras 24 horas, foi verificado um aumento
significativo nos IT e IQ com relagao aos niveis de 4 horas;

4. a mobilizacao dos inibidores de tripsina e quimiotripsina
fica praticamente concluida ate as 168 horas de germinagao;

5. a proteolise nos cotiledones inicia-se pela periferia, de
cada lado adjacente ao hilo e nas celulas mais distantes dos feixes vascula
res, simultaneamente; -

6. o ultimo local em que desaparecem as proteinas de Eeéerva e
as atividades inibitorias, corresponde justamente ao local em que passa a
nervura principal do cotiledone. Esse fato sugere que a mobilizacao das pro
teinas e inibidores & processada por ali;

7. diferengas na distribuicao e no comportamento dos inibido-

res de tripsina e quimiotripsina sugerem que, essas substancias desempenham

funcoes tambem diferentes.
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