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iNTRODUCZD

A atividade metabdlica em semegtes quiescen-
tes e sabidamente muito baixa (5pik & Simon, 1963; Mayer ~
& Poljakoff-Mayber, 1963; Breidenbach et al., 1967; Sri-
vastava & Paulson , 1968; Abdul-Bak, 1969; Kol18+7fel,1870;

Wilson & Bonner, 1971; Nawa & Asahi, 1971; Paul & Mukher-
Ji, 1973; Sato & Asahi, 1975), relacionando-se este fato

a uma diminuicao consideravel do teor de 3agua das semen-
tes que chega a niveis de 5% a 10% (Mayer & Poljakoff-May
ber, 1966). 0 papel preponderante desempenhado pela 3agua
e evidenciado quando sementes gquiescentes viZveis s3ao em-
bebidas, verificando-se que a embebig3o corresponde o de-
sencadeamento da atividade respiratoria, o éparecimentode
sintese protéica e demais atividades biologicas. A germi-
nag¢ao, determinada pela emers3o da radicula, & pois dire-
tamente relacionada com a hidratacao das sementes (5pik &
Simon, 1963), esta considerada como fase inicial do pro-
cesso (Bewley & Black, 1978).

Segundo Bewley & Black (1978), sob condigte
Otimas de germinac3ao, as sementes mostram um padrao trif
sico de absorgao de agua, como indica a figura O1.
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Fig. 01. Padrdo trifasico de absorg¢ao de agua, por semen-
tes germinantes, segundo Bewley & Black (1978).
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As fases de absorcio de agua tem sido relacig

nadas ao estado metabolico da semente ggrminante, da se-

guinte maneira (Bewley & Black, 1978):

pela absor

FASE I (embebigao), caracterizada
e

¢do rapida de agua, ocorre igualmente em tecidos vivos

mortos, sendo portanto, independente da atividade metabo-

lica da semente, embora o metabolismo comece rapidamente

como uma conseguencia da hidratagao;

FASE II (lag period), & o periodo de nao ab-

sorcao de agua, com metabolismo ativo de preparagao para

a germinacao. E um periodo de inércia em sementes mor-

tas;

FASE III, esta associada com a germinacao e
subsequente crescimento. Durante o crescimento ha tambem

atividade metabolica, incluindo o comego da mobilizacao

de reservas.

0 processo germinativo e o resultado do cres-
cimento do eixo embrionario que, rompendo o tegumento da
semente, provoca a emersao da radicula e desencadeia 0s
demais processos morfo-fisiolBgicés, que culminarao com
o estabelecimento da plantula (Walton, 1966). Como a ger-
minagcao inclui crescimento e divis3o celulares, os quais
S3a0 processos que requerem energia, e obvio que a germina

¢ao e um processo dependente de energia. No entanto , nao
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esti bem esclarecido quais sdao as fontes iniciais da ener
gia disponivel para a germinacao das sementes e quais

s30 as rotas metabolicas ai envolvidas.

Em termos gerais, a energia metab0olica e for-
necida atraves de duas vias especificas, conforme o orga-
nismo considerado seja aerobico ou anaerobico. O0s orga-
nismos aerobicos obtem a maior parte de sua energia a par
tir da respiracao, que e definida como a oxidagao de com
bustiveis organicos pelo oxigenio molecular, servindo o
oxigénio como aceptor final de eletrons. 0 transporte de
elétrons até o oxigenio molecular ocorre atrav€§ da ca-
deia respiratoria, com um decrescimo da enérgia livre ,
parte da qual & conservada pela fosforilacao do ADP pro-
duzindo ATP, no processo de:fosfori1ag§o oxidativa. Aco-
plada a respiracao, a fosforilacao oxidativa & fundamen-
tal para o desempenho vital dos seres aerobicos, porque
e a sua principal fonte de energia util. 0 centro da res-
piracdao celular em animais e vegetais Era mitocondria 5
que contem sistemas enzimaticos capazes nao so de dirigir
o transporte de eletrons acop]ado;E fosforilacao do ADP ,
como tambem de gerar poder redutor, através do ciclo do

acido tricarboxilico (Lehninger, 1970).

Os organismos anaerobicos, ao inves de oxi-

genio usam outras moléculas como aceptores de elétrons |,
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em reacoes produtoras de energia. A g]%cB]ise, degradacao

anaerobica da glicose, & uma das inumeras vias cataboli-

cas atraves das quais muitos organismos extraem energia
quimica de varios combustiveis organicos na auséncia de
oxigenio molecular. Muitas celulas, conhecidas como facul
tativas, podem viver aerobica ou anaerobicamente, wusando
oxigenio molecular quando disponivel, ou na sua ausencia
outros compostos como aceptores de eletrons. A maioria
das celulas heterotroficas, especialmente dos organismos
superiores, e facultativa, preferindo usar o oxigenio,
uma vez que isto lhes pekmite a utilizacdao mais economica
das moleculas combustiveis (Lehninger, 1970).

As mitocondrias de origem animal, conquanto
se assemelhem a mitocondrias de vegetais, apresentam di-
ferencas na natureza do sistema de transporte de ele-
trons, na atividade do ciclo do acido tricarboxilico e
na morfologia das membranas mitocondriais (Ikuma, 1972 ;
Palmer, 1976). A organizacao da cadeia respiratoria em
mitocondrias de plantas, parece ser mais complexa do que
a que opera em mitocondrias de mamiferos., A classica ilus
tracao desta comp]exidade € a presenca de uma oxidase
cianeto-resistente , dai decorrendo uma cadeia a]terng
da de transportadores de el&trons . Tambem a  organi-
zacao da NADH-desidrogenase em mitocondrias vegetais @
mais complexa do que em animais o que confere a estas mi-
tocondrias a capacidade de oxidar NADH exogeno . Alem dis
so, as mitocondrias de plantas frequentemente oxidam ma
lato na ausencia de um sistema que remove oxalacetato. Em
geral , mitocondrias de animais s3ao incapazes de dg

senvolver processos similares ( Palmer , 18976 -} -,
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Estas diferencas entre nitocondrias de animais e de veger

£318, S8 referem @ tec1dos adultos.

0s tecidos yegetais N0 estado quiescente  0U

9e\"minat1 vo, @

Sndrias de se

nG curse 9o process®
0s estudos com mitoc

no estado quiescen
jados processo

te ainda n3o e muito svancado € mui

mas

tos dadoso pelos var
sao controvertioos.

s de isotamento da ‘tras

cao mitoconoria1,

Existem varios trabalhos (Ko118tfel g Sluyss

1970; Nawa & Asahi, 19713 solomes ev Sgoo 19725 Rawd &

Asahi, 1973; Sato g Asahi, 1975), Que dizem respeito ao
comprométimenio do sistema mitocondria1, no aumento do
o das sementes, durante a germinagéo. A

consumo de oxigeni
olvimento da ativiaade

aparente correlagéo entre o desenv
pacidade oxidativa aumentada apos 0

mitocondrial e @& ca
s sementes pode Ser justis

R h ~ T - )
inicio0 aa abSOY‘gaO de agua pe1a

f1cada pelos seguintes fatos:

1) durante @ germinagao aumenta @ ‘eficiéncia

ocBndrias'(Howe11,1961;

de oxidagao de substratos pelas mit
“Kol18ffel & STuyss

Cherry, 19633 Breidenbach b Gl g 19005
1970; Wilson & Bonner, 1971);

2) as membranas das mitocondrias tornam-se mais

claramente definicas e 0 numero de cristas aumenta duran

te a germinagao (CherTY s 19633 Syrijvastava &'Paulson,1968);
3) ocorre aumento do numero de mitocondrias

durante a germinagéo (Cherry, 19633 Breidenbach et al.s

19663 Kol18ffel & STuys, 1970).

A hip6tese do desenvoivimento mitocondrial in

duzido pela embebicao tem encontrado apoio, sobretudo em
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estudos de microscopia eletronica. Chegry (1963) demons
trou a ocorréncia de poucas mitocondrias tpicas e muitas
membranas vesiculares em preparagéo mitocondrial de coti-
ledones quiescente§ de Arachis hipogaea. Todavia, a estru
tura mitocondrial mais diferenciada, tornava-se evidente
durante a germinagao. Outras modificagoes significativas
das mitocondrias que indicam sua estabilizacao durante a
embebicao foram detectadas por Nawa & Asahi (1971), quan-
do estudaram o desenvolvimento de mitocondrias de cotile-
dones de ervilha nos estagios iniciais da germinacdo. Eles
observaram o comportamento das mitocondrias apos separa
¢ao por centrifugag56 em gradiente de densidade de sacaro
se. A densidade das mitocondrias mudou durante a embebi
cao e houve aumento na atividade respiratoria, nos valo- ~
res das relacoes de C.R. e ADP/0 e nas atividades das en-
zimas citocromo-oxidase e malato-desidrogenase e nos con-
teudos de proteinas e lipidios. Estes resultados sugeri-
ram a transformaggo de particulas vesiculares em mitocon
drias fdncionéntes, enquanto a semente absorveu agua.

Varios estudos tem demonstrado que ocorre de-
senvolvimento mitocondrial durante a germinacao (Cherry,
1963; Breidenbach et al., 1966, 1967; Nawa & Asahi, 1971),
no entanto pouco & conhecido sobre os mecanismos envolvi-
dos no desempenho inicial das mitocondrias. Nawa & Asahi
(1971) sugerem que o desenvo]vimen%o mitocondrial em coti
1eédones de ervilha durante a embebicao ocorre em duas fa-
ses. Na primeira fase haveria um rapido aumento nas ativi
dades enzimaticas e na segunda fase ocorreria um aumento
na atividade respiratoria, e conteudos de lipidios e pro-

teinas.

Mitocondrias de cotiledones de sementes quies
centes de ervilha Alaska apresentaram-se enzimaticamente
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deficientes, com baixos niveis de malato-desidrogenase e
citocromo-oxidase (Nawa & Asahi, 1971). No entanto, duran
te a fase inicial de embebicdao, foi verificado um rapido
aumento nas atividades destas duas enzimas. Apos seis ho-
ras de embebicdao, houve um gradual aumento na atividade da
malato-desidrogenase, enquanto a atividade da citocromo-
-oxidase atingiu um plateau. Ainda no que diz respeito as
modificacoes das atividades enzimaticas ocorridas no pro-
cesso germinativo, Cherry (1963) encontrou aumento nas ati
vidades da succinato-desidrogenase e da citocromo-oxijdase
durante a germinacdo em mitocondrias isoladas de cotiledo
nes de Arachis hipogaea. A atividade da succinato-desidro
genase aumentou mais de 8 vezes ate o 150 dia de germina-
cao. A citocromo-oxidase tambem aumentou am atividade ate
o 139 dia de germinagdao, seguindo-se uma rapida perda de
atividade no 159 dia. Nestas mitocondrias as aiteracoes
nas atividades enzimaticas nao acompanharam as mudancas na
atividade respiratoria pois a respiracdo mitocondrial com
succinato como substrato nitidamente aumentou com a germi
nacao, atingindo um pico de atividade no 89 dia, decres—

cendo em seguida.

Alteracoes nas atividades de algumas enzimas
mitocondriais de cotiledones de ervilha (Pisum sativum L.
cv. "Rondo") tambem foram estudadas durante a maturacdo
(Kol1b6ffel, 1970) ¢ a germinacao de sementes (Koll8ffel &
Sluys, 1970). Durante a maturagao verifica-se uma perda
parcial das atividades das enzimas mitocondriais. Quando
na maturacao da semente ha um decrescimo de contetdo de
agua de 55% para 13% ocorre um acentuado decrescimo , em
torno de 90%, das atividades dos sistemas de succinato e
malato-oxidases, enquanto que as correspondentes ativida-
des desidrogenasicas decrescem muito pouco, 40 e 10% para
succinato e malato-desidrogenase respectivamente. Durante
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a germinagao, as enzimas mitocondviais sao rea?fvadas pe-
la hidratacao (Koll8ffel & Sluys, 1970). As at1vuhdes~sug
cinato e maiato—desidrogenésicas sofrem pouca alteragao .
No entanto, nos dois dias ‘subsequentes ha um aumento nas

referidas atividades oxidasicas e desidrogenasicas.

Eldan & Mayer (1972) estudaram a ativagao da
citocromo ¢ -redutase durante a germinagao de alface.Eles
verificaram um rapido aumento na atividade citocromo c-re
dutasica durante as fases 1niciais da germinagao de alfa
ce. No entanto, o aumento desta atividade nao ocorre para
lelamente com a absorcao de agua e com o aumento na ativi
dade citocromo-oxidasica. Para os mesmos autores ficoucla
ro que o desenvolvimento da atividade citocromo c-reduta-
sica nio & funcao simplesmente da absorcao de agua pelas
sementes e que a ativacao de enzimas durante as fases ini
ciais da germinagao, notadamente da NADH-citocromo c-redu
tase, e reconhecida como fator Timitante do consumo de
0xigénio. Também em mitocondrias de eixos embrionarios de
Arachis hipogaea foi encontrado aumento nas atividades suc—
cinato-citocromo c-redutasica e NADH-citocromo c-redutasi

ca com o tempo de embebicao (Wilson & Bonner, 1971).

O0s resultados dos trabalhos de Koll8ffel &
Sluys (1570) sobre o desenvolvimento mitocondrial em coti
lTedones de ervilha durante a germ{nagﬁo, sugerem que um
aumento na capacidade respiratoria mitocondrial nas fases
iniciais da germinagao deve ser atribuido principalmente
a maturacao bioquimica das enzimas da cadela transportado
ra de eletrons. Esta sugestdo foi baseada no fato de que
0s autores verificaram que a atividade oxidasica e o con-
trole respiratorio aumentaram fortemente durante a germi-
nagao, enquanto que a atividade desidrogengsica aumentou
muito pouco no primeiro dia de germinacdo. Evidéncias de
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maturacao da cadeia resoiratoria foram tambem encontradas
por¢Wilson & Bonner (1971) que investigaram o transporte

de elétrons em eixos embrionarios
Mitocondrias isoladas de eixos embrionarios qui

hipogaea.
escentes e de eixos de sementes com ate 16 horas de embe-
bicao anresentaram-se deficientes em citocromo c, com bai
xa velocidade de consumo de oxigenio, com succinato e NADH
exdogenos e com incapacidade de oxidar malato exogeno. Nes
tas mitocondrias, a respiracao com succinato e NADH foi
consideravelmente estimulada pela adicao de citocromo c
mas a adicao de ADP causou pouca mudanca no consumo de
oxigenio em qualquer dos 3 substratos testados. Desacopla
dores como bis(hexafluorcacetonil) acetona e inibidores
da respiracao aconlados a fosforilacdao como a oligomicina
nao tiveram efeito sobre a atividade resniratoria. Apos
16 horas de embebicdo, as mitocondrias de eixos embriona-
rios de Arachis hipogaea apresentaram aumento no conteudo
de citocromo c, metabolizaram ativamente succinato,NADH e
malato, com controle da respiracao pelo ADP e mostraram
valores da relacao ADP/0 proximos de 2,0 para succinato e
NADH e proximos de 3,0 para malato, como ocorre em outros
tecidos adultos de plantas (Bonner, 1967; Ikuma &_Bonner,
1967; Silva Lima et al., 1974; Almeida Ramos, 1977; Fer-
nandes de Melo, 1978). Com o aumento do tempo de embebi-
cao, decresceu o estimulo do consumo de oxigenio pelo ci-
tocromo ¢ e registrou-se aumento na inibicao pela oligo
micina e desacoplamento pelo bis(hexafluorcarcetonil)
acetona. Mitocondrias npreparadas em qualauer tempo
de embebigcao foram inibidas nelo KCN. A despeito da de
ficiencia de citocromo ¢ em mitocondrias de eixos embrio-
narios quiescentes, a evidencia da inihicao da respiracgao
em sementes secas e nos estagios iniciais da germinacao,
ocorre atraves de uma cadeia resniratoria citocromica. Os

quiescentes de Arachis
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resultados do trabalho de Wilson & Bonner (1971) indicam
que a cadeija resniratoria em eixos embrionarios aquiescen-
tes sofre maturacao hioquimica com o tempo de emhebicao,
o que ficou evidenciado sobremaneira no aumento de concen
tracdo de componentes do sistema de transnorte de ele-

trons, como também no aumento da atividade respiratoria e

da eficiencia fosforilante.

Mitocondrias preparadas de sementes quies-
centes de feijao serido (Denslow & Silva Lima, 1977), pa-
recem apresentar um sistema de transporte de eletrons fun
ciona1mepte deficiente como o das mitocondrias de Arachis
hipogaea estudadas por Wilson & Bonner (1971). Sementes
quiescentes de feijao serido foram capazes de oxidar suc-
cinato e NADH exogenos satisfatoriamente somente quando
citocromo ¢ foi adicionado ao meio da reacao. Todavia 3
mesmo na presenca de citocromo c, elas nao foram capazes
de oxidar malato exogeno. Um outro fato consistente com a
ideia de que os elementos da cadeia de transporte de ele-
trons se modificam durante os estagios iniciais da germi-
nacao € a transicao da respiracao cianeto-resistente para
a respiracao cianeto-sensivel, que ocorre em sementes de
soja entre a 4a. e 8a. horas de germinacao (Yentur & Leo-

nold, 1976).

Alem das modificacoes ao nivel das ativida-
des enzimaticas , ocorridas ao longo dos periodos iniciais
da germinacao, outras modificacoes foram estudadas, sobre
tudo as verificadas com a adicao de citocromo c.0 estimu-
lo do, consumo de oxigenio pelo citocromo ¢ foi o primeiro
estudado por Hackett et aZ. (1960) em tubérculo de batata. Tal
efeito nao foi constatado por Wiskich & Bonner (1963) em mitocon-
drias de batata dotadas de controle respiratorio.%ilson & Bonner
(1970) verificaram o efeito estimulador do citocromo c em
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prleparacao de particulas submitocondriais de hipocotilos
de Phaseolus aureus. Este efeito sugere que a cadeia res-
piratoria das mitocondrias de tecidos vegetais, sofre al-
teracoes ao nivel da cadeia citocromica.As alteragoes re-
lacionadas com citocromo ¢, ndao sao as unicas porque um
aumento de citocromos a-23, b e c, foi tambem encontra-
do em mitocondrias de cotiledones de amendoim durante a
germinacao, por Breidenbach et alZ. (1967). Estes autores
relacionaram a baixa capacidade oxidativa da fragao mito-
condrial de cotilédones com pouco tempo de embebicao com
o baixo conteudo de citocromos c, talvez em particular, a

deficiencia de citocromos a-a,.

Um outro aspecto pelo gual se interpretam as
modificacdes que ocorrem nas fases iniciais da germinacao,
di ferentes das modificacOes enzimaticas anteriormente des

critas, e o da sintese de novo dos constituintes mitocon--

driais. Howell (1961), admitindo que a quantidade de ni-
trogenio nas fracoes mitocondriais de cotiledones de soja
era proporcional ao numero de mitocondrias, encontrou um
aumento no numero de mitocondrias em torno do 50 dia de

germinacao. A biogenese de mitocondrias foi demonstrada
por Breidenbach et al. (1966, 1967) em cotiledones de
Arachis hipogaea germinantes, pela determinagao de pro-

priedades constitutivas e enzimaticas das mitocondrias,
em funcgao do tempo de germinagéo; Foi mostrado ainda du-
rante a germinacdao aumento em conteudo de citocromos, pro
teinas e DNA, em fracao mitocondrial de cotiledones de
Arachis hipogaea, purificada por centrifugacao em gradien

te de densidade de sacarose.

Em sementes germinantes, durante o periodo de
anaerobiose, ja foi demonstrada a acumulacao de acido la-
tico (Cossins,; 1964) e etanol (Cossins & Turner, 1959 ,
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1962, 1963) , indicativas da ocorrencia de fermentagdo
glicolitica e alcoolica, respectivamente. Nestes dois p}g
cessos de metabolizagao da glicose ocorre a formagao de
quantidades reduzidas e iguais de ATP a partir de ADP i 3
constituindo-se mecanismos de emergencia capazes de produ
zir energia por um curto periodo de tempo, enquanto as
vias metabolicas que utilizam oxigenio ndo estao operan-

tes.

Kol16ffel (1970), estudando em cotilédones de
ervilha a atividade da alcool-desidrogenase, uma enzima
envolvida na fermentacao alcoolica, durante a maturacao e
germinagéo da semente,; mostrou que a enzima e formada du-
rante o desenvolvimento, sendo reativada pela hidratacao
durante os primeiros 7 dias de germinacao. Alto Q.R. (quo
ciente respiratorio) e presenca de alcool em sementes em-
bebidas de Phaseolus mungo tambeém sugerem a ocorrencia da
fermentacao alcoolica durante a germinacao (Morohashi &
"Shimokoriyama, 1975, a). No entanto, no periodo inicial de
embebicdo, o consumo de oxigenio foi pouco inibido pelo
iodoacetato e NaF, a despeito de serem estas substancias
conhecidas como inibidores da glicolise. Morohashi & Shi-
mokoriyama (1975, a) sugeriram gue esta insensibilidade do
consumo de oxigenio a inibidores da glicolise deve-se ao
fato de que a capacidade glicolitica, nos primeiros esta
gios de embebicao da semente, possa ser maior do que a
do sistema ciclo do acido tricarboxilico (CATC) / cadeia
de transporte de eletrons (CTE); 0 mecanismo foi assim
atribuido a diferentes graus de ativacao da glicolise e
sistema CATC/CTE com a hidratagdo. Para examinar a valida
de do mecanismo proposto, Morohashi & Shimokoriyama
(1975,b) mediram durante a fase inicial de embebigao de
sementes germinantes os processos de ativagao de enzimas glicoliti
cas e mitocondriais. Os autores encontraram que a ativida

de das enzimas mitocondriais (succinato-desidrogenase e
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citocromo-oxidase) foram inicialmente muito mais baixas

do que as das enzimas glicoliticas examinadas (aldolase ,

gliceraldeido 3-fosfato-desidrogenase e piruvato-quinase).

Fstes resultados mostraram que a ativacao das enzimas mi-

tocondriais esta atrazada quando comparada com as do sis-
e que a atividade mitocondrial e 1imitan

tema glicolitico
do catabolismo da glicose durante um cer

te da velocidade
to perfodo de embebicdo.'Como as atividades de oxidacao do

succinato e malato pelas mitocondrias aumentaram em torno
de 4 vezes (entre 20 e 75 minutos de embebigao), enquanto
as atividades da succinato e malato-desidrogenase aumentd
ram aproximadamente 2 vezes ( Morohashi & Shimokoriyama, 1975 ,
b), foi sugerido que a cadeia respiratoria € limitante pa
ra a respiracao de sementes de Phaseolus mungo, nos esta
gios iniciais da embebicao. Solomos et al. (1972) sugerem
que a respiracao nos estagios iniciais da germinacao de
ervilha nao ocorre porque a estrutura mitocondrial nao es .

ta bem desenvolvida.

Do exposto, pode-se concluir que a energia mo.
bilizada durante o processo germinativo e oriunda da ati-
vidade mitocondrial atraves da maturagdo dos sistemas en-
zimaticos ou da propria biogenese de constituintes mito-
cofdriais e de outras vias metabolicas extra-mitocondriais.

0 presente trabalho teve por objetivo caracte
rizar o desenvolvimento da atividade mitocondrial compre-
endida como atividades oxidativa e fosforilante duran te
0s estagios iniciais da germinacdo, estudando o relaciona
mento entre a absorgao de agua pela semente e sua ativida
de mitocondrial, com vistas a uma contribuicao ao esc]arg
cimento do grau de comprometimento deste sistema produ-

tor de energia durante o processo de germinacgao.
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A atividade mitocondrial foi estudada em se-
mentes quiescentes e embebidas de feijao serido, em eixos

embriocnarios e em cotiledones.

A atividade respiratoria das preparagoes mito
condriais foi investigada quanto a capacidade de oxida-
cao de diferentes substratos, ao controle respiratorio pe
1o ADP, a dependencia do citocromo c exdogeno na velocida-
de de oxidacao de substratos e ao efeito de inibidores da

cadeia respiratoria.

A atividade fosforilante foi estudada pelo
efeito do ADP sobre a velocidade de oxidacao de diferen-
tes substratos e tambem pelos efeitos de jnibidores e de-

sacopladores da fosforilacao oxidativa.



MATERIAL E METODOS

A. Material

trabalho foram utilizadas semen-
Este material

No Dr‘”‘”nLe
tes de feijdo de corda do cultivar serido.

anteriormente descrito como Vigna sinensts (L.) Savi e
na realidade Vigna unguiculata (L.) Walp. de acordo com

Verdcourt (1970). As referidas sementes foram fornecidas
pelo Banco de Sementes do Centro de Ciencias Agrarias da
Universidade Federal do Ceara.

Foram utilizados os reagentes abaixo relacio-

nados com as respectivas procedencias:

E. Merck Ag. Darmstad: acido citric acido
odio, EDTA;

[a)

isocitrico, acido succinico , ditionita de so

NBCo. (Nutritional Biochemical Corporation)
acido as-cetoglutarico, acido <colico, acido L-malico, e
acido oxalacetico;

Carlo Erba: acido L-ascorbico, manitol, L-cis

-1

Sigma Chemical Company: acido DL-g-hidroxibu-
tirico, acido fumarico, acido glutamico, acido pirdvico ,
ADP, BSA, FCCP, oligomicina, Triton X-100.

Todos os demais reagentes utilizados foram de

grau analitico.

B. Metodos

Candicoes de embebicao e germinagao

Apos a selecao, as sementes foram esteriliza-

das por imersao durante 5 minutos, em solugdao de hipoclo-

19
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rito de sodio, contendo 5,2% de cloro ativo. Em seguida,
as sementesf foram lavadas em excesso de agua corrente e
agua destilada e semeadas em papel de filtro ou em vermi

culita.

A semeadura em papel de filtro, foi feita colo
cando-se as sementes entre duas folhas de papel (8Og/m2)
ge 30cm x 30 cm, previamente esterilizadas em autoclave
a 121° C por 20 minutos e umedecidas com agua destilada .
Dez sementes foram dispostas em fila horizontal @ aproxi-
madamente 2,5cm da borda superior das folhas de papel,aque
apos a semeadura foram dobradas, formando rolos. Cada con
junto de 5 rolos foi colocado verticalmente em depositos
plasticos com capacidade de 500 ml, contendo 20 ml de
zgua destilada. Estes depositos foram colocados em cubas
de plastico, mantidas na obscuridade. A temperatura no in
terior das cubas, durante o periodo de embebicao, foi de
aproximadamente 26 ° C. Os tempos de embebic3dao variaram de
24 a 88 horas, quando as mitocondrias foram isoladas de
eixos embrionarios. Para a obtengdao de mitocondrias de co
tiledones, as sementes foram embebidas durante os perio-

dos de 18, 24, 38 e 48 horas.

Para a germinagao em vermiculita, as sementes
oram semeadas na superficie da mistura de vermiculita e
gua na proporcao de 3:1 (v:v), em recipiente plastico. A
germinagao foi feita a temperatura de aprecximadamente 26°C,

.I{.'

o

na obscuridade durante 6 dias.

Determinacaoc do aumento do peso
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anteriormente descritas para semeadura em papel de filtro,
durante os periodos de 1, 5, 10, 20, 24, 30, 40, 48 e 72
horas. Apds a embebicao foi feita a remocgao do excesso de

agua da superficie das sementes, colocando-as entre duas

folhas de papel de filtro.

0 peso fresco foi determinado pela media arit-

metica dos pesos das cinco amostras de sementes embebidas.

0s valores de peso fr
0 aumento no peso fresco foi calculado pela diferenga en-

sco foram expressos em mg X semente,

@ O

tre o peso fresco da semente embebida e o peso fresco da

semente quiescente.

Preparacao mitocondrial

Para o isolamento da fracao mitocondrial foram
utilizados sementes quiescentes, cotiledones e eixos em-
brionarios quiescentes, cotiledones e eixos embrionarios
de sementes submetidas a diferentes tempos de embebigdo e
hipocotilos de.plantulas colhidas apos 6 dias de semeadu-
ra em vermiculita. Todas as etapas referentes ao isolamen
to da fracao mitocondrial foram desenvolvidas em camara
fria, a temperatura de 6 ° C, usando-se material e meios
previamente resfriados. No preparo do homogenato a exce-
¢ao dos hipocotilos, houve modificagao no procedimento de
separacao, de acordo com o tipo de material usado. Assim:

1) As mitocondrias de ﬂipocatilos foram isola-
das utilizando-se a tecnica de Ikuma (Ikuma, 1970),modifi
cada por Silva Lima (Silva Lima, 1977).

2) As sementes e cotiledones quiescentes foram
trituradas em moinho Wiley adaptado com uma tela de 60
malhas por polegada linear (60 mesh). A farinha

=1
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resultante toi macerada em gral de porce]ana com meio de
homogenejza¢do, na porporcao de 1:2 (p:v), utilizando a-
reia de quartzo (Nawa & Asahi, 1971) na porporcgao de 2:1

{p:p)s

3) 0s eixos embrionarios de sementes quiescen
tes e submetidas a diferentes tempos de embebicao foram
separados dos cotiledones com a ajuda de estilete. Eixos
embrionarios de sementes embebidas, foram lavados duas ve
zes com agua destilada e uma vez com meio de homogeneiza-
cao. Os eixos embrionarios foram macerados em gral de por
celana com meio de homogeneizagao na proporcao de 132
(p:v). Na maceracao, areia de quartzo foi adicionada na
proporcao de 2:1 (p:p), somente aos eixos embrionarios de

sementes quiescentes.

4) Cotileaones de sementes submetidas a dife.
rentes tempos de embebicdo, toram obtidos apos remocao do
tegumento das sementes embebidas e extracao dos eixos em-
brionarios, com a ajuda de estilete. 0Os cotiledones isola
dos, 'foram lavados duas vezes com agua destilada e uma
vez com meio de homogeneizagao. A maceragao foi teita com
gral com meio de homogeneizagao na proporgao 1:2 (p:v).

0 meio de homogeneizacao teve a seguinte com-
posicao: manitol 0,3M, EDTA ImM, BSA 0,1% (p:v), fosfato

de potassio 2,5 mM e cisteina 0,5% (p:v), com pH final
y o
As etapas seguintes da preparacgao mitocon

crial foram as mesmas independentes do tipo de material.O
homogenato resultante da maceragao foi filtrado em tela
de nylon (malhas de 50p ), ajustado para pH em torno de
7 com KOH 6N e posteriormente submetido a centrifugacao
diferencial em centrifuga Sorvall RC-5 a 4°C, segundo 0
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esquema exposto no diagrama 0l. O homogenato foi inicial-
mente centrifugado a 400xg durante 10 minutos, possibili-
tando a separacao de amido, nucleos e restos celulares no
precipitado. 0 sobrenadante, contendo a fragao mitocondri
al, foi centrifugado a 10.000xg por 20 minutos, resultan-
do a separacao das mitocondrias no precipitado. 0 precipi
tado mitocondrial foi suspenso em meio de lavagem com a
seguinte composigao: manitol 0,3M, BSA 0,1% (p:v), fosfa-
to de potassio 2,5mM, com pH final 7,2. A suspensao mito-
condrial resultante foi suavemente homogeneizada em homo-
geneizador Potter-Elvehjem e em seguida centrifugada a
400 x g por 10 minutos, com a finalidade de purificar a
fracao mitocondrial. 0 sobrenadante contendo a‘fragid mi-

tocondrial foi centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos.

0 precipitado mitocondrial resultante foi ressuspenso em
0,5 a 1,5 ml de meio de lavagem mantido em banho de gelo

ao longo da experiencia.

o
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HOMOGENATO
400 x g-10 minutos
|
PRECIPITADO SOBRENADANTE
DESCARTADO 10.000 x g-20 minutos
- SOBRENADANTE PRECIPITADO
DESCARTADO Suspenso em 25ml de Meio de Lavagem
400 x g-10 minutos
PRECIPITADO SOBRENAD;LTE
DESCARTADO -10.000 x g-20 minutos
SOBRENADANTE PRECIPITADO
DESCARTADO Lavado e Ressuspenso em 0,5-1,5ml do

Meio de Lavagem

SUSPENSAO MITOCONDRIAL

DIAGRAMA 0T. Esauema de Centrifugacao Diferencial para o Isolamento
de Mitocondrias de Vigna wnguiculata (L.)4alp.cv.serido.
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Dosagem de proteinas

A concentracao de proteinas na fracao mitocon
drial ou nas tracoes do gradiente linear de densidade de
sacarose foi determinada pelo metodo do biureto modifica
do por Gornall (Gornall et al., 1949). A modificacao con-
sistiu na adicao de colato de sodio com a finalidade de
solubilizar as proteinas membranares. 0 meio de reacao
consistia de colato de sodio 0,26%, preparagﬁo mitocon—
drial ou fracgcao do gradiente lTinear de densidade de saca-
rose, hidroxido de sodio 8% e sulfato de cobre 0,1%, adi-
cionados na ordem indicada. Apos 15 minutos de repouso ,
para desenvolvimento da reacao corada caracteristica, foi
feita a medida da absorbanc1a a 540nm em um fotoco]orlne-
tro Spekol aus Jena. A leitura de absorbanc1a da amostra
foi feita contra uma prova em branco dos reagentes men—

cionados, a excecao da preparacgao.

A concentragﬁo de proteina foi determinada em
relacao a uma curva padrao de BSA, na qual 1 mg de protei
na apresentava absorbancia de 0,081, a 540nm.

Purificacao em gradiente linear de densidade de sacarose

0 gradiente 11near de densidade de sacarose ,
foi preparado segundo Parish (Par1sh 1972). No d1agrama
02, o reservatorio (A) e a camara de mistura (B) foram
preparados com seringas de 10m1. A conex3o entre ambos
foi feita com tubo de tygon. Na camara de mistura (B) foi
feito um orificio, onde foi introduzida uma agulha com um
tubo na extremidade externa, atraves do qua] era recolhi-
do o gradiente no tubo de centrifuga (C). mistura do
contelido da camara B foi feita por 1ntermed1o de uma has-
te movimentada por um motor com veloc1dade contro]ada A
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DIAGRANMA 02 - PREPARO DE GRADIENTE LINEAR
DENSIDADE DE SACAROSE

DE




28,

solucdo de sacarose 65% foi colocada em B e a solugao de
sacarose 35% em A. Ambas as solugOes continham tampao fos

fato de potassio 10 mM, pH 7,2 e EDTA 1mM. Uma vez aber—
tas as conexoes 1 e 2, o gradiente foi coletado em tubo
de ultracentrifuga (C) e equilibrado durante 1 hora a

4°C, antes da adicao da amostra.

A fracao mitocondrial foi preparada de semen
tes quiescentes, conforme descrito anteriormente, sendo o
precipitado mitocondrial final ressuspenso em solucao de
sécarose 35%. Uma amdstra de O,Sm] da suspensao mitocon—
drial foi cuidadosamente colocada sobre 9ml de ~gradiente
linear de densidade de sacarose (35-65%, p/v).

A céntrifugagﬁo do_gradiente foi feita a
86.200 x g, em u]tracentr?fuga refrigerada IEC (Interna-

- tional Equipment Company - Modelo HR.T, rotor SB 283), du

rante 3 horas, a temperatura de 4° C. Apos a centrifuga—
;50, introduziu-se dentro do tubb-de u]tracentrTfﬂga uma
agulha conectada a uma bomba peristE]ticé atraves de tubo
plastico, por onde foram reco]hfdas'a]Tquotaé de 0,25ml,
iniciando a éeparagéo-a pértir da fracao mais pesada para

a mais leve.

- Espectro diferencial de cadeja citocromica

Os espectros de cadeia citocromica das fra-
coes mitocondriais isoladas de eixos embf%onérios de se-
mentes quiescentes, e de hipocotilos de plantulas colhi-
das apos 6 dias de semeadura, foram feitos em um espectro
fotometro de duplo feixe Carry 15. A espectroscopia foi

feita 3 temperatura de 77°K.
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R temperatura ambiente, a estrutura dos cito-
cromos oscila entre varias formas moleculares proximas .
Isto permite absorc¢ao da luz com variacoes de comprimen-
to de onda muito pequenas, causando um alargamento glo-
bal da faixa de absor¢ao e consequentemente, uma ma reso
lucdao dos diferentes componentes dos espectros. Baixas
temperaturas apresentam a vantagem de fzzar a estrutura
dos citocromos. Ent3ao, com o abaixamento da temperatura
para 77°K, obtem-se faixas de absorcao mais estreitas e
consequentemente, melhor resolucao dos espectros.

Na obtencao dos espectros da cadeia citocrami
ca, optou-se pela determinacao do espectro diferencial ,
isto e, a relacao Espectro reduzido/Espectro oxidado
(Chance, 1965), eliminando-se desta forma, a parte da
luz absorvida pelas proteinas que n3ao pertencem a cadeia

respiratoria.

Na determinacao do espectro diferencial , a
prova em branco consistiu de uma mistura de suspensao mi
tocondrial e HZOZ ImM. 0 peroxido de hidrogénio possibi-
litou a oxidacao da fracao mitocondrial. A redugdo das
preparacoes mitocondriais, em diferentes graus, foi fei-
ta com tracos de ditionita, ascorbato 2mM ou succinato
10mM. A determinacao do espectro diferencial foi feita
atraves da leitura de absorcao optica das formas reduzi-
das, contra a prova em branco. A leitura de absorcao op-
tica foi feita em caminho optico de 3mm, em volume final
de 1,5 ml1 com meio fosforilante. A composicao do meio
fosforilante foi manitol 0,3M, tampao fosfato de potas-
sio 10mM, pH 7,2, KC1 10mM e MgC]2 6mM.
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Atividade da citocromo-oxidase (Appelmans et al.

Principio:

A atividade citocromo-oxidasica foi determina
da espectrofotometricamente em 550 nm, seguindo-se o desa
parecimento do citocromo ¢ reduzido (banda_ o) pelo decréi

cimo na absorbancia.

Procedimento:

A reagao enzimatica foi realizada pela adicgao,
no tempo zero, de uma a11quota de 10 u] da fragao do gra-
diente 11near’de densidade previamente lisada com Tri-
ton-X-100 0,004%, a 1 ml de §o1ug50 de citocromo ¢ reddzi
do (solugao de citocromo c 41 uM em EDTA TmM e tampéo fos
fato 0,03M, pH 7,4; reduzida 90% pela adicdo de tracos
de ditionita de sodio). A prova em branco do ensaio -con—
sistiu de 1 ml da solugao de citocroﬁo & s completamente
reoxidada por uma pequena quantidade de ferricianeto de
potassio. 0 decrescimo da absorbanc1a foi med1do, contra
a prova em branco, durante 3 m1nutos, em 1ntervalos de 15

-

segundos, a 550 nm, em espectrofotometro Beckman DU, a

temperatura de 25°C.

Definicao da atividade:

A atividade da citocromo-oxidase e definida
por uma constante de velocidade de reacao de primeira or-

dem:

k = 2,3 log absorbépcia no tempo zero_
absorbancia no tempo de T min.

A atividade especifica e calculada a partir
de concentracgoes conhecidas de citocromo ¢ no meio de rea
cdo, e a constante de velocidade e calculada segundo a

equacao precedente.

-\
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¢ = :
Atividade especifica = k x concentracao de citocromo ¢
: concentracao de proteinas

Para o calculo das concentracoes de citocromo ¢ utili-
za-se o coeficiente de extingao molar (e ) do citocromo ¢

oxidado a 550 nm, cujo valor e 18,5 x 108 cmz/mo1.

Atividade da malato-desidrogenase (Ochoa, S. 1955).

Principio:
A malato-desidrogenase catalisa a reacao:

L-malato + NAD .—— Oxalacetato + NADH + H+

A atividade malato-desidrogenasica foi determina-
da espectrofotometricamente, segquindo-se a transformagao de
oxalacetato em malato, pelo decrescimo na absorbancia a

340nm, devido a oxidagao do NADH.

Procedimento:

A reacao enzimatica foi desenvolvida pela adicao,
no tempo zero, de uma aliquota da fracao do gradiente 1%
near de densidade de sacarose, lisada com Triton-X-100 0,004%
a um meio contendo NADH 0,12mM, oxalacetato 0,6M e meio
de reacao no volume final de Iml. 0 meio de reagao teve a
seguinte composicao: manitol 0,3M tampao fosfato de potas-
sio 10mM, pH 7,2 KC1 10mM, MgC]2 TmM e BSA 0,1%. A prova
em branco do ensaio, foi 1ml do meio de reacao. 0 decresci
mo na absorbancia foi medida, contra a prova em branco, du
rante 3 minutos, em intervalos de 25 segundos, a 340nm em
espectrofotometro Beckman DU, a temperatura de 25°C.



27

Definicao de Atividade:

Uma unidade da enzima e definida como aquela
quantidade de enzima aque causa um decrescimo de 0,001 na
absorbancia do NADH, a 340nm, em 1 minuto.

Atividade da catalase (Luck, H., 1965)

Principio:

A catalase catalisa a reacao:

2H202 f_—*,——"*':.'ZHZO + 02

A atividade catalasica foi determinada espec-
‘trofotometricamente, sequindo-se a decomposicao do H202

pelo decrescimo na absorbancia, a 240nm.

Procedimento:

A reacao enzimatica foi realizada pela adigao,
no. tempo zero, de uma aliquota da fragao do gradiente 1i
near de densidade de sacarose, lisada com Triton-X-100
0,004% a uma solucgao H202 0,013M e tampao fosfato de potas
sio 0,067M a pH 7,0, no volume final de 3ml. A prova em
branco consistia dos mesmos reagehtes sem a fragao do gra
diente. 0 decréscimo na absorb3ncia foi medido durante 3
minutos, em intervalos de 25 segundos, a 240nM, em espec

trofotometro Beckman DU, a temperatura de 25 °C.

Definicao de Atividade:

Uma unidade da enzima e definida como aque-
la quantidade da enzima aue cinde a metade do peroxido de

hidrogenio da solugdo, em 100 segundos, a 25 °C.
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Atividades oxidativa e fosforilante

A atividade oxidativa de mitocondrias foi medi-
da pe i a afi
pela determinacio polarografica do consumo de oxigenio

em oxigrafo Gilson, Modelo K-IC, polarizado a 0,8v; #riin
eletrodo de Clark acoplado a camara de reagao, a temperatu

ra de 26°C. A sequéncia padrdo de adigdes a camara de rea-
cio, resultando no volume final de 1,5ml, foi a seguinte:

1,4m1 de meio fosforilante, pH 7,2 (manitol 0,3M,
fosfato de potassio 10mM, pH 7,2 KC1 10mM e MgC1, 6mM) e

fracio mitocondrial. A reagdo foi iniciada pela adicao de
das adigoes

tampao

substrato oxidavel. A ordem e a concentragao
subsequentes, estdao indicadas nas legendas das figuras cor

respondentes.

A cohcentragéo de ADP foi determinada espectro-

fotometricamente, tendo como base o seu coeficiente de ex-

tincao milimolar de 15,4mM—]cm_] a 260nM (Ikuma, 1970).

Calculo do consumo de oxigenio

Para o calculo do consumo de oxigenio, foi pre-
viamente determinada a concentracao de 222 uM de oxigénio:
dissolvido no meio fosforilante, basicamente constituido
de manitol 0,3M. Com este dado, calculou-se gque ocorre 333
nanomoles de oxigenio/1,5m1, ou éeja,,666 nanoatomos de
oxigenio/1,5m1 do mesmo meio. Em segquida, foi calculado que,
no papel do reqgistro polaroarafico com a altura de 185mm ,

1 milimetro corresponde a 1,8 nanomoles de oxigenio, ou
3,6 nanoatomos de oxigenio/1,5ml1. Durante a reacdo, a velo-
cidade de deslocamento do papel foi fixada em 12mm xmin_1

Entao, a velocidade de consumo de oxigenjo foi calculada ,

a partir da seguinte expressao:
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V = cxPrxt'], onde:

V = velocidade de consumo de oxigenio em

1 1

nanomoles x min 'x1,5m1 ;

C = constante indicativa de que a altura
de 1mm, percorrida no papel, corres-.
ponde ao consumo de oxigenio de
1,8 nanomoles/1,5ml; :

h = altura em mm percorrida no papel;

1T minuto.

+
1]

Calculo de controle respiratorio

0 controle respiratﬁrio (C.R.) foi ~calculado
segundo Chance & Williams (1956), conforme a expressao abai

X0:

C.R. = V3/V4, onde:

V, = consumo de oxigenio no estado 3, em presenca de subs
trato e ADP; ' : i

= consumo de oxigenio no estado 4, em presenca de subs

trato.

~

Na determinacao desta relacao foram sempre con
siderados os valores do primeiro estado 3 e o segundo es-

tado 4.
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Calculo da relacio ADP/O

A relacao ADP/0 foi calculada de acordo com

Chance § Williams (1956), e Hagihara (1961), através da
ADP/0 = ADP/h x C , onde:
ADP = nanomoles de ADP adicionados ao meio fosforilante;
h = altura em milimetros, percorrida no papel, durante o
estado 3;
C = constante indicativa de que a altura de 1 mm corres—

ponde ao consumo de oxigenio de 3,6 nanoatomos.



RESULTADOS

isolada

Caracterizagao funcional da fragao mitocondrial

de sementes e eixos embrionarios quijescentes,

Para a caracterizagdo funcional de mitocondri
as de sementes e eixos embrionarios quiescentes, foi rea

1izado o estudo da capacidade funcional no que diz respei
to a atividade oxidativa e fosforilante,

Inicialmente foi feito o estudo da utilizacao
tricarboxilico
. : a
de

de substratos oxidaveis do ciclo do acido
e de outras rotas metabolicas, A Tabela I mostra que’
fracao mitocondrial de sementes quiescentes & capaz

oxidar succinato, NADH exogeno satisfatoriamente, somen-
te quéndo citocromo ¢ e adicionado ao meio da reacao, To-

davia mesmo na presenca de citocromo c, ela e 1incapaz de

oxidar L-malato, citrato, piruvato, DL- B -hidroxibutirato,

L-glutamato e fumarato. Na presenca de citocromo ¢ foram
registrados baixos valores de consumo de oxi§§nio péra
a -cetoglutarato e 1soc{trato (Tabela I), sendo que no’ég
so do isocitrato isso pode ser devido 3. falta de precisao
na medida, nio refletindo congequenfemente, uma at{vidade
oxidativa. Em mitocdondrias de sementes quiescentes , nao
foi determinada nenhuma atividade fosforilante, durante
oxidag¢ao do succinato, com a adicdao de ADP na auséncia e
presenca de citocromo c {Fig, 02 (&) & (B}, respeétivameﬂ
te). 0 aumento do consumo de oxigenio apos a‘adiggo de
ADP, que seria indicativo do estado de acoplamento, nao
se verificou durante a oxidagao do succinato (Fig. 02(B)).
A figura 02 (A), mostra que a oligomicina, inibidor da
respiracao acoplada a fosforilacdao, tambem nao teve influ
encia inibitoria da respiragio em presenga de ADP, A mes-
ma figura mostra a ihibigso total da cadeia de transporte
de el@trons pelo KCN, inibidor da citocromo-oxidase.,

3t
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afi igura 03 mos-
0s tracados polarograficos da fig . é
oxidativa de mitocondrias de eixos  em=

1 . Estas mitocondrias co
briondrios de sementes QU7i;f;:;::ntes oxidam fracamente
05 swseteatos succinato e NADW (Fig. 03 (A) e (B) r?spec-
tivamente), e s3ao incapazes de oxidar 0 L-malato (FTQ: 03
(C)). A adicao de ADP como uma tentativa de caracter1zar
uma atividade fosforilante nio teve efeito sobre a veloci
dade de oxidacao dos substratos succinato, NADH e L-mala-
to (Fig. 03) sugerindo ausencia de atividade fosforilante
ou fraca atividade fora dos limites mensutados. No estudo

da capacidade oxidativa de mitocondrias de eixos embriona
KCN

(0]

tram a atividade

mo a$ iSOladas de sementes

rios de sementes quiescentes, foi testado o efeito do
inibidor da citocromo-oxidase. A figura 03 mostra que
KCN inibiu completamente a atividade oxidativa destas
tocondrias em presenca de succinato, NADH e L-malato.

mi-

A figura 04 mostra o efeito do citocromo ¢ na
oxidagHoAdos substratos succinato, NADH e L-malato. Com
succinato e NADH houve aumento no consumo de oxigénio apos
a adi¢ao de citocromo c, o qual nao alterou a velocidade
de oxidacao do L-malato. Ainda.na presenca de citocromo c,
a atividade respiratGria do succinato, NADH e L-malato ,

ndo foi estimulada pelo ADP,
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TABELA I - Consumo de oxigenio medido po]aﬁogﬁaficamgntg de
mitocondrias de sementes quiescgntes de Vigna
unguiculata cv. serido em presenca de diferentes

substratos e ausencia e presenga de citocromo

2al3 ﬁM. A tecnica de isolamento e o0 meio fosfo-
rilante estao descritos em MATERIAL E METODOS. A
quantidade de proteina mitocondrial foi de 2,5mg.
0 consumo de oxigenio foi medido polarografica~
mente com eletrodo de Clark, a 26 °C, em volume
de 1,5ml; expresso em nanomoles de Ozmihilpor1,5m1.

Consumo de oxigenio

Substrato (nanomoles de Ozmin-l'por 1,5m1)
---------------- «cfte. . ” %Cft3t_‘
Succinato 13mM 9,0 27,0
NADH TmM 16,0 61,0
L-malato 33mM - 0,0
Citrato 10mM v 0,0
Isocitrato 20mM R 4,0
o —cetdg]utarato 13mM # 9,0
Piruvato 13mM T . . B0
DL-B -hidroxibutirato 23mM & 0,0.
L-glutamato 20mM - 0,0 -

Fumarato 66mM - Q0,0
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FIGURA 02: Tragado polarografico do consumo de

oxigenio
de mitocondrias de sementes_quiescentes de
Vigna unguiculata CV. serido, em ausencia_e pre
senca de citocromo ¢ 2,13 uM, tendo "succinato
13mM como substrato mostrando os efeitos do
ADP 3,68 yM, oligomicina 3u g/ml, FCCP 6,6uM e
KCN 3 uM na atividade oxidativa, A reagao fofi
desencadeada pela adig¢ao do substrato ao mefo
fosforilante contendo 1,8mg de proteTna da fra
¢ao mitocondrial, seguida por adigcoes conforme
indicagoes das setas, em volume final de 1,5ml,
Os numeros ao longo dos tracados expressam 0
valor do consumo de oxigernio em nanomoles de
02 min=1 por 1,5m1. As demais condigOes experi
mentais estdo descritas em MATERIAL E METODOS

e na legenda da Tabela I, R

35
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FIGURA 03: Tracado polarografico do consumo de oxigeniode
mitocondrias de eixos embrionarios de sementes
quiescentes de Vigna unguiculata cy, serido,em
presenca de: (A) succinato 16mM, (B) .NADH .1mM
e (C) L-malato. 33mM mostrando o efeito do ADP
186M e KCN 20wM na atividade oxidativa,A quan ,
tidade de proteina mitocondrial foi de 1,6mg
As demais condigOes experimentais est3ao descri
tas em MATERIAL E METODOS e nas legendas da Ta
bela I e Figura 02, g
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Tracgado Eo]arograf1co do consumo de oxigenio
de mitocondrias de eixos embrionarios de semen
tes quiescentes de Vigna unguiculata cv.serido
em presenca de citocromo ¢ 2,13 uM, em presen
ca de (A) succinato 16mM, (B) NADH 1mM e (E)
L-malato 33mM, mostrando o efeito do ADP 186uM
na atividade oxidativa. A quantidade de prote1
na mitocondrial foi de 1,6mg. As demais condi-
goes experimentais estao descritas em MATERIAL
E METODOS e nas legendas da Tabela I e Figura
02,
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Absorcdo de agua pelas sementes

£
A determinacdao da quantidade de agua abSOﬁYiJa
pelas sementes fdi feita com o objetivo de situar a ativi
dade de mitocondrias de eixos embrionarios e Cot{]édones
de sementegs embebidas, dentro do duadrd geral de germina-
cao de sementes, ’ - ‘ ;

A figura 05 mostra que o peso fresco das semen-
tes aumentou durante as prfmeiras 24 horas de émbebiggo .
estabilizou e abresentou um novo aumento a partir de 30
horas de embebiggo. A emersdo da radicula ocorreu apos 30
hdfas de embebicao, ‘ 5.9 B y
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FIGURA 05: Curva de variacao de peso fresco de sementes de
Vigna unguiculata cv. serido, submetidas a di-
ferentes tempos de embebigao em agua. As condi
coes de embebicao estdao descritas em MATERIATL
E METODOS.



43

Caracterizacdo funcional de fragao mitOcondriaIiSOTada de
eixos embrionarios'gg sementes embebidas

Atividade oxidativa

A figura 06 mostra a atividade oxidativa de mi-
tocondrias de eixos embrionarios de sementes embebidas ,
medida polarograficamente durante diversos perTodos de
tempo, em presénga dos substfatos: sucéinato, NADH e L-ma
lato. A velocidade de oxidag?o destes substratos manteve-
-se constante nas primeiras 60 horas de embeblgao com va-
lores comparave1s aos da ve]oc1dade de oxidacao em mito-
condr1as de eixos embrlonarlos de sementes quiescentes .
A segu1r, a velocidade de consumo de ox1gen1o aumentou sia
nificativamente e atingiu um plateaqu com 64 horas de embe
bicao. A atividade oxidativa foi mais alta com NADH do
que com succinato, por sua vez, mais elevada do que com
L-malato. -

0 efeito do KCN foi testado sobre a atiyidade
oxidativa de mltocondrlas de eixos embrlonarlos de semen-
tes com 64 horas de embebicao, Nestas m1tocondr1as, a ati
vidade resp1rator1a devida a oxldagao dos substratos (A)
succinato, (B) NADH e (C) L-malato, foi comp]etamente ini
bida pelo KCN, como mostram os tragados polarograficos da

>

figuta Q7.

‘A atividade oxidativa em m1tocondr1as de eixos
embr1onar1os de sementes embebidas na presenca de cltocro
mo ¢ (F1g 08) aumentou cons1derave]mente nas primeiras
48 horas de embebicdao, com NADH e suecinato, decrescendo
em seguida. Tambem na presenca de c1tocromo C. o. consumo
de ox1gen10 fol mais alto com NADH do que com succinato -
Com L~ malato 0 consumo de oxxgenxo, na presenqa de cxto—
cromo ¢ (Fig, 08), foi comparavel 3 atividade oxidativa
determinada na ausencia de c{toctomo g -(Flg. 06}, & £1t0~



citocromo ¢ portanto, ndo teve efeito estimulador do con-

sumo de oxigenio com L-malato.

As figuras 09 e 10 mostram as curvas da diferen
ca do consumo de oxigenio em presenca e auséencia de cito-
cromo ¢ (respiracao citocromo ¢ dependente) tendo succi-
nato e NADH, respectivamente, como substpatos oxidaveis .
Observa-se que, enquanto a tendencia do consumo de oxigé—
nio dependente de citocromo c em m1tocondr1as de eixos ‘em
br1onar1os decresce apos 48 horas de embeb1gao da semente,
a tendenc1a do consumo de oxigenio em ausencia de c1tOCfg
mo ¢ aumenta apos 60 horas de émbebiggo péra atingir um

maximo com 64 horas (Fig. 06).

Atividade fosfofiTante

O0s efeitos do tempo de embebicao e do citocromo
c exogeno nas re]agoes de C. R. e ADP/0 sao mostrados 'nas
Tabelas II, III e IV, com os substratos succ1nato, NADH e
L-malato, respectivamente. Ver1f1cou se que m1tocondr1as
de eixos embr1onarlos de sementes com ate 60 horas de em=
bebi¢do, oxidando succinato, NADH e L-malato, na presenga
ou nao de citocromo c, nao apresentaram fosfor11agao oxi-
dativa, como 1nd1cado pelas re]agoes ke R e ADP/0O, Obser-
vou-se ainda que, com 0S mesmos substrgtos, na ausénc{a
e presénga de citocromo 5 exageqo, soﬁente a partir de 64
horas de embebig¢ao houve fosforilacgao oxidativa; com valé
res das relages de C.R, e ADP/0 proximos aos valores ted
ricos encontrados para aqueles SUbétratos em mitocSndrias
de tecido vegetal adulto, parecendo aumentar levemente com

o tempo de embebicao,

Os tragados po]arogr&ficos da figura 11 mostram
que o efeito do desacoplador FCCP com os substratos (A)
succinato, (B) NADH e (C) L- ma]ato, na presenca de ADP ,
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em mitocondrias preparadas ¢de eixos embrionarios de semen-
tes com 55 horas de embebigao, ainda nao se manifestou .
Contudo, em mitocondrias de eixos embrionarios de semen-
tes com 64 horas de embebigao (Fig. 12) na presenca dos
substratos (A) succinato, (B) NADH e (C) L-malato, comegou
a ser observada nitida capacidade fosforilante e estimulo
na velocidade de consumo de oxigenio pelo FCCP.

Para completar a caracterizagao da respiracao
mitocondrial acoplada, foi tambem testado o efeito da 011
gomicina em mitocondrias de eixos embrionirios de semen-
tes com 64 horas de embebigao (Fig. 13). Verificou-se que,
apos a agigio de oligomicina, nao houve estimulo do consu-
mo de oxigenio pelo ADP durante a oxidacao dos substratos
(A) succinato, (B) NADH e (C) L-malato e como e de espe-
rar o FCCP, ao promover um desacoplamento, conseguiu au-
mentar a oxidacao dos 3 substratos, apdos a adicao da oligo

micina.
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FIGURA 06:
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Consumo de oxigenio de mltocondrlas de eixos
embrionarios de sementes de "Vigna unguticulatq
cv. serido submetidas a diferentes tempos de
embebig¢ao em agua; na oxidagdo de (A) NADH 1mM,
(B) succinato 16mM e (C) L-malato 33mM, na au-
sencia de citocromo c. A quantidade de protei-
na mitocondrial foi de_1,6mg, As demais condi-
coes experimentais estao descritas em MATERIAL
E METODOS ‘e nas legendas da Tabela I e Figura

e
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FIGURA 07: Tragado polarografico do consumo de oxigenio
de mitocondrias ‘de eixos embrionarios de semen.
tes de Vigna unguiculata cy, serido submetidas
a 64 horas de embebigcdao em agua ‘em-presenca de
(A) succinato 16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-mala-
to 33mM, mostrando o efeito do KCN 20 uM, na
atividade oxidativa. A quantidade de proteina
mitocondrial foi 1,6mg, As demais condic¢Oes.ex
perimentais est3ao descritas em MATERIAL E METO
DOS e nas legendas da Tabela I e Figura 02,: ~
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FIGURA 08: Consumo_de oxigenio de mitocondrias de eixos
embrionarios de sementes de Vigra unguiculata
cv. serido submetidas a diferentes tempos de
embebigao em agua; na oxidacdao de (A) NADH 1mM,
(B) succinato 16mM e (C) L-malato 33mM, na pre
senca _de citocromo ¢ 2,13 uM, A quantidade de
proteina mitocondrial foi de 1,6mg, As demais
condicoes experimentais estao descritas em MA-
TERIAL E METODOS e nas legendas da 'Tabela I e
Figura 02.
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FIGURA 09: Respiragao estimulada pelo citocromo c de mito
condrias de eixos embrionarios de sementes de
Vigna unguiculata cv. 'serido submetidas a dife
rentes tempos de embebi¢cdo em agua, tendo suc-
cinato 16mM como substrato, Os-yalores foram
calculados pela diferenca entre o consumo. ‘de
oxigenio em presenca ‘e ausencia de citocromo_c,
admitindo-se como 100% o valor do estimulo ma-
ximo do consumo de oxigenio, A quantidade de
prote1na mitocondrial foi de 1,6mg, As demais
condigoes experimentais estao descr1tas em MA-
TERIAL E METODOS e nas legendas da Tabela I e

~Figura 02,
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FIGURA 10:

&Y

D

Resp1ragao estimulada pelo citocromo ¢ de mito
condrias de eixos embr1onarlos dé sementes de
Vigna unguiculata CV. ser1do, submetidas a di-
ferentes tempos de embebigdo em agua, tendo
NADH 1mM como substrato. Os yalores foram cal-
culados pela dlferenga entre o consumo ‘'de oxi-
genio em presenca ‘e ausencia de citocromo c,ad
mitindo-se ‘como 100% o valor do estimulo maxl-
mo_do consumo de oxigenio., A quantidade de-pro
teina mitocondrial foi de 1,6mg. As demais con
dicoes experimentais estao descrltas em MATERT
AL E METODOS e nas legendas da Tabela I e Figu
ra D2,
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TABELA II - Valores das relagGes controle respiratorio

(C.R.) e ADP/0 de mitocondrias de eixos “em-
brionarios de sementes de .Vigna unguiculata
cv. serido quiescentes e submetidas a diferen
tes tehpos de embebigdo; em ausencia e presen
ca. de citocromo ¢ 2,13 uM tendo:o succinéto..
16mM como substrato, com ADP 186 uM, A quanti
dade de proteTnd mitocondrial foi de 1,6mg,As
demais cohdigaes experimehtais estao descri-
tas em MATERIAL E METODOS e nas legendas  da

~Tabela I e Figuré 02,

Tempo de Embebigao ol Sk
_{Horas) . =cit ¢ [#cit e J-eit ¢ [tcit ¢
0 == = - -
24 . 3 " .
39 - - - -
48 . . - 3
55 - = - s
60 - - : :
64 2,44 | 2,44 0,98| 1,06
72. 2,04 270 1,06 1533
88 : 2,38 2,87]" “1.88) 1.66




TABELA III -

¥

Valores das relagoes controle respiratorio
(C.R.) e ADP/0 de mitocondrias de?! eixos
embrionarios de sementes de Vigna
unguiculata cv. seridd quiescentes e subme-
tidas a diferentes tempos de embebigao; em
ausencia e presenga de citocromo c 2,13 uM,
tendo NADH 1mM como substrato, com ADP 186uM
A quantidade de proteina mitocondrial foi
de 1,6mg. As demais condigOes experimentais
estao descritas em MATERIAL E METODOS e nas
legendas da Tabela I e Figura 02.

Tempd de E
(Hora

mbebic3o R ADP/0
s) “cit e +eat 5] ~e1t cl¥cit-¢

24
39
48
55
60
64

s

L&

88

4,35 3,66 1,02 0,65
5,08 HdD 1,02 1,08
Bs22 381 1,04 1411
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[ﬂ }“I Ua’ores das re/agébs controle respiratorio e

ADP/0 de mitocondrias de eixos  embrionarios
de sementes de'Viéna unguiculata cv. serido

quiescentes e submetidas a diferentes tempos
de embebic3ao; em ausencia e presenca de cito-
cromo ¢ 2,13 uM tendo L-malato 33mM como subs
trato, com ADPu186 M. A quantidade de protel
na mitocondrial foi de 1,6mg. As demais condi
coes experimentais est3ao descritas em MATERI-
AL E METODOS e nas legendas da Tabela I e Fi-

gura 02.

Tempo de Embebicao C. R. ADP/0
(Horas) -¢it ¢ [+eit ¢ [=cit ¢ |[+eit ¢
0 “ = = <
24 - - - v =
39 - ® = 5
48 - - - -

66 . : - = A weg, S
60 - - - -
64 4,00 3,90 2,15 2,82
72 4,27 5530 2,04 2,01
88 - 6,07 5592 2,15| . 2,35
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FIGURA 11:

60

Tragado po1arograf1co do consumo de oxigenio de

mitocondrias de eixos embrlonarlos de sementes
de Vigna unguiculata cV. ser1do, submetidas a
55 horas de embebigcdao em agua, em presenca de:
(A) succinato 16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-malato
33mM, mostrando o efe1to de FCLF D42 1M, com
ADP 186 M., A quantidade de prote1na mitocondri
al foi de 1,6mg, As demais condigOes experimen-
tais estao descr1tas em MATERIAL E METODOS e
nas legendas da Tabela I e Figura 02,
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FIGURA 12: Tracado polarografico do consumo de oxigenio de

mitocondrias de eixos embrionarios de sementes
de Vigna unguiculata cv. serido, submetidas a
64 horas de embebigcao em agua, em presenga de:
(A) succinato 16mM, (B) NADH ImM e (C) L-malato
33mM, mostrando o efeito do FGCP, (0,2 M ., com

ADP 186 uM. A quantidade de protefna .mitocon—
drial -foi de 1,6mg. As demais condi¢Ges esperi-
mentais estdo descritas em MATERIAL E METODOS e
nas legendas da Tabela I e Figura 02,
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FIGURA 13:

6.4

Tracado po1arograf1co de oxigenio de mitocondri
as de eixos embrionarios de sementes de Vigna
unguiculata CV. serido submetidas a 64 horas de
embebicdao em agua, em presenca de: (A) succina-
to 16mM, (B) NADH 1 mM e (C) L-malato 33mM, mos
trando o efeito da oligomicina 3 ug/ml, e rever
sao da inibi¢ao por FCCP 0,2 uM, com ADP 186uM.
A quantidade de prote1na m1tocondr1a1 foi de
1,6mg. As demais condicbes experimentais estao
descr1tas em MATERIAL E METODOS e nas legendas

da Tabela I e Figura 02.
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Espectros diferenciais da cadeia citocromica
¢

A determinacao dos espectros diferenciais, a
77°K, permitiu a identificagao de componentes da cadeia
citocromica de mitocondrias de eixos embrionarios de semen .
tes quiescentes e de hipocotilos de plantulas colhidas apos
6 dias de semeadura tomados como controle. Na determinacao
dos espectros diferenciais, as fracoes mitocondriais foram
incubadas com succinato, ascorbato e ditionita; com a fina
lidade de por em evidencia diferentes segmentos da cadeia
citocromica, uma vez que, succinato reduz especificamenteo
citocromo b, ascorbato reduz citocromo c, e ditionita re-
duz inespecificamente os componentes de toda cadeia respi-

ratoria.

As figuras 14 e 15 mostram respectivamente, os
espectros diferenciais de mitocondrias de eixos embriona-
rios dé sementes quiescentes e de hipoc6ti]o§ de plantulas
colhidas apos 6 dias de semeadura, incubadas com (A) ditio
nita, (B) succinato e (C) ascorbato. Apos estudo dos refe-
ridos espectros, foram identificados componentes da cadeia
citocromica de mitocondrias de eixos embrionarios quiescen
tes (Tab. V) e de mitocondrias de hipocotilos (Tab., VI).
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FIGURA 14:

67

Espectros diferenciais da cadeia citocromica de
mitocondrias de eixos embrionarios de sementes
quiescentes de Vigna unguiculata CV. ser1do, de
terminados a 77 °K. A quantidade de proteina m1
tocondrial foi de 4,25 mg. As redugoes da ca-
deia citocromica foram feitas com (A) graos de
ditionita, (B) succinato 10mM e (C) ascorbato
2mM. A oxidagao foi feita com HZOZ ImM. Caminho
6pt1co de 3mm., As demais cond1goesexper1menta1s
estao descritas em MATERIAL E METODOS.



68

TABELA V - Identificagdao dos picos de absorgao dos espec-

tros diferenciais de mitocondrias de eixos em-
brionarios de sementes quiescentes de Vigna
unguiculata cv. serido, determinados a 77°K. A
quantidade de proteina mitocondrial foi de

4,25mg. As demais condicOes experimentais estao
descritas em MATERIAL E METODOS e na legenda da

Figura 13.

Citocromos

Redutores da cadeia_de transporta
dores de eletrons .
Ditionita Succinato , Ascorbato
Ry, 598 598 | 599,6
b 562 557 558
557 553
553~
534
c+b 524
c 509 509
514 514
cite ' 520 519 519
549 ; 549,7
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FIGURA 15: Espectros diferenciais da cadeia citocromica de
mitocondrias de hipocotilos de Vigna. unguiculata
cv. serido, determinados a 77 °K. A quantidade
de proteina mitocondrial foi de 1,72mg. As redu

coes da cadeia citocromica foram feitas com:
(A) graos de ditionita, (B)_succinato 10mM e
(C) ascorbato 2mM. A oxidacao foi feita com

H,0, 1mM. Caminho optico de 3mm. As demais con-
dicoes experimentais estao descritas em MATERI
AL E METODOS.
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TABELA VI - Identificacao dos picos de absorg¢ao dos espec-
tros diferenciais de mitocondrias de hipocoti-
los de Vigna unguiculata cv. serido, determina
dos a 77°K. A quantidade de proteina mitocon--
drial foi de 1,72mg. As demais condigOes expe-
rimentais estao descritas em MATERIAL E METO-
DOS e na legenda da Figura 14.

, Redutorea da cadeia_-de transporta-
Citocromos ores de eletrons
Ditionita Succinato Ascorbato
a.a, 598,6 599 | 599
b _ 558 | 558 | 559
554 554
c+b 586 = 527 _ 528
c e 518 519 519
548 ' 549
551
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Perfil enzimatico da fracdo mitocondrial de sementes quies
G < - 3 “
centes purificada apbs centrifugacao em gradiente linear

de densidade de sacarose.

A purificacdo da preparacao mitocondrial, apos
centrifugacao em gradiente linear de densidade de sacarose,
possibilitou a determinacdo detalhada do perfil enzimatico
de mitocondrias de sementes quiescentes. A citocromo-oxida
se foi tomada como enzima marcadora de membrana mitocondri
al interna. A matriz mitocondrial e os microcorpos foram
marcados respectivamente, pelas enzimas malato-desidrogena

se e catalase,

"A figura 16 mostra as distribuicoes das ativida-
des das enzimas citocromo-oxidase, malato-desidrogenase e
catalase, e do conteudo de proteina, apos centrifugacao da
preparacao mitocondrial em gradiente linear de densidade
de sacarose, em funcao de suas posicoes no referido gradi-
ente. Analisando-se as distribulicoes das atividades das
enzimas e do conteudo de proteina, verificou-se coinciden-
cia na localizacgao dos picos da citocromo-oxidase, malato-
desidrogenase e proteina, indicativas da presenca da fra-
cao mftocondria], na parte media do gradiente entre as fra
coes 10 e 20, 0 pico da catalase, indicativo de microcor—
pos, localizou-se entre as fracdes de numeros 15 e 22, As-
sim, as mitocondrias isoladas de sementes quiescentes mos-
traram-se possuidoras das classicas enzimas marcadoras, on
de nao faltou o malato-desidrogenase, embora tenham sido
pobremente funcionantes para o transporte de eletrons da
cadeia respiratoria em presenca do L-malato,
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FIGURA 16:
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-«

Distribuicao_do conteudo proteico,atijvidades ci -
tocromo- ox1das1ca, malato-desidrogenasica e ca-
talasica, apos centrifugacao em gradiente 1i-
near de densidade de sacarose (35-65%) da fra-
cao mitocondrial de sementes quiescentes de
Vigna unguiculata cv. serido. As demais condi-
coes experimentais estao descritas em MATERIAL
E METODOS. —e—o— conteudo protéico em mg/ml;
——17——§7—- atividade especifica da citocromo-oxidase ex
pressa em umoles de citocromo ¢ oxidado por mi-
nuto, por mg de proteina; -x-x- atividade espe-
cifica da malato-desidrogenase expressa em
umoles de NADH oxidado por minuto, por mg depro
teina; —E--®— atividade especifica da catala-
se, expressa em inclinacao (slope) da curva de
absorgcao a 240 nm, por minuto por mg de proteina.
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Caracterizacao funcional da fragdo mitocondrial isolada de

cotiledones de sementes embebidas.

A caracterizacao da atividade oxidativa em mito-
condrias preparadas de cotiledones de sementes de feijao
serido mostra que a oxidagdo dos substratos succinato
NADH e L-malato e baixa em mitocondrias de cotilédones de
sementes quiescentes (Fig. 17); apresenta razoavel aumento
com 18 horas de embebicao (Fig. 18), mantendo-se relativa-
mente constante ate 38 horas de embebicao (Figs. 19 e 21);
e parece decrescer com 48 horas de embebicao (Fig. 22).

Quantg a atividade fosforilante, foi encontrado
que somente mitocondrias de cotiledones de sementes com 24
horas de embebi§50 foram capazes de realizar um 192ciclo de
fosforilagc3o do ADP acoplada a respiracao, durante a oxida
cao do succinato, NADH e L-malato (Fig. 19). Surpreendente
mente, os valores da relacao ADP/0 em presenca de succina-
to (Fig. 19 (A) e L-malato (Fig. 19 (C)), foram mais altos
do que os valores teoricos esperados. Verificou-se ainda
que apos uma nova adﬁéEo de ADP, houve decrescimo da ativi
dade oxidativa. Mitocondrias de cotilédones de sementes . qui
escentes (Fig. 17) e de cotiledones de sementes embebidas
pelos periodos de 18, 38 e 48 horas nao apresentaram esti
mulo da atividade oxidativa, apos a adigao de ADP (Figs.18
21 e 22 respectivamente), como qualquer dos substratos tes
tados. \

0 efeito do citocromo ¢ sobre as atividades oxi-
dativa e fosforilante, foi testado em mitocondrias de coti
ledones de sementes com 24 horas de embebicdo. A figura 20
mostra que o citocromo c estimulou o consumo de oxigenio ,
durante a oxidagao do (A) succinato e (B) NADH, mas ndo te
ve efeito sobre a respiracao com (C) L-malato. No que tan-
ge a fosforilagao dxidativa, nao foi registrada respiracao
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estimulada pelo ADP com (A) succinato e (B) NADH,parecendo
que o efeito da eséimu]aggo da atividade oxidativa pelo
ADP com estes substratos foi mascarada pelo estimulo provo
cado pelo citocromo c. No entanto, o citocromo ¢ nao impe-
diu o estimulo do consumo de oxigenio pelo ADP durante a

oxidagao do (C) L-malato.
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FIGURA 17:

A8

Tragado po]arograf1co do consumo de ox1gen1o de
mitocondrias de cotiledones de sementes quies-
centes de Vigna unguiculata cv. seriddo, em pre-
senca de (A) succinato 16mM, (B) NADH TmM e (C)
L-malato 33mM mostrando o efe1to do ADP 186 uM.

A quantidade de proteina mitocandrial foi de
1,6mg. As demais condicoes experimentais estao

descrltas em MATERIAL E METODOS e nas legendas
da Tabela I e Figura 02.



MT.

L-MAL—> :
ADP —> 2

A bt 4




80

FIGURA 18: Tragado polaroarafico do consumo de oxigenio de
mitocondrias de cotiledones de sementes de Vigna
unguiculata cv. serido submetidas a 18 horas de
embebicao em agua, em presenca de (A) succinato
16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-malato 33mM,mostran-
do o efeito do ADP 186 uM. A quantidade de pro-
teina mitocondrial foi de 1,6 mg. As demais con
dicoes experimentais estao descritas em MATERT
AL E METODOS e nas legendas da Tabela I e Figu-

ra. 02
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FIGURA 19: Tracado polarografico_do consumo de oxigenio de
mitocondrias de cotiledones de sementes de
Vigna unguiculata CV. ser1do submetidas a 24
horas de embebigcao em agua, em presenca de. (A)
succinato 16mM, (B) NADH TmM e (C) L-malato 33mM,
mostrando o efeito do ADP 186 uM. A quantidade
de proteina mitocondrial foi de 1,6mg. As de-
mais condicoes experimentais estao descritas em
MATERIAL E METODOS e nas legendas da Tabela I e

Figura 02.
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FIGURA 20: Tragado nolarografico do consumo de oxigénio na
presenca de citocromo ¢ 2,13 uM, de mitocondrias

de cotiledones de sementes de Vigna unguiculata
cv. serido, submetidas a 24 horas de embebicdo
em agua, em presenca de: (A) succinato 16mM
(B) NADH ImM e (C) L-malato, mostrando o efeito
do ADP 186 uM. A quanticcfiade de prg{:elna mitocon

ial foi de 1,6mqg. As demais condigoes experi-=
gg;iaisoestéo descritas em MATERIAL E METODOS e

nas legendas da Tabela I e Figura 02.
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FIGURA 21:

86

Tracado polarografico do consumo de oxigenio de
mitocondrias de cotiledones de Vigna unguiculata
cv. serido submetidas a 38 horas de embebicao em
agua, em presenca de (A) succinato 16mM, (B)
NADH TmM e (C) L-malato 33mM, mostrando o efei-
to do ADP 186uM. A guantidade de proteina mito-
condrial foi de 1,6mg. As demais condigoes expe
rimentais estao descritas em MATERIAL E METODOS
e nas legendas da Tabela I e Figura 02. :
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FIGURA 22:

B8

Tragado polarografico do consumo de oxigenio de
mitocondrias de cotiledones de sementes de Vigna
unguiculata cv. serido submetidas a 48 horas de
embebicao em agua, em presenga de: (A) succina-
to 16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-malato 33mM, mos-
trando o efeito do ADP 186uM. A quantidade de
proteina mitocondrial foi de 1,6mg. As demais
condicOoes experimentais estao descritas em MA-
TERIAL E METODOS e nas legendas da Tabela I e
Figura 02.



DISCUS%KO

0s resultados apresentados mostraram que nao hou
ve diferenga na atividade mitocondrial, quando se tratava
de mitocondrias de sementes quiescentes e de mitocondrias
de eixos embrionarios destacados das mesmas sementes (Tab.
I, Figs. 02, 03, 04). Estes dados confirmam resultados pre
Timinares (Denslow & Silva Lima, 1977) e se aproximam dos
de Wilson & Bonner (1971). Foi evidenciado um baixo compro
metimento do sistema mitocondrial, quando as sementes es-
tao no estado quiescente, contudo a baixa taxa respirato—
ria foi inibida pelo KCN, indicando participacao da cito-

cromo-oxidase.

Com o intuito de minimizar os efeitos dos danos
mecanicos no processo de isolamento mitocondrial, bem como
de tentarmos surbreender mais precocemente a atividade mi-
tocondrial, oxidativa e fosforilante, estudos foram feitos
com eixos embrionarios, quiescentes ou embebidos de feijao
serido. Foi verificada uma baixa atividade respiratoriaque
so aumentou apos 60 horas de embebicao das sementes em agua,
para atingir rapidamente o plateau com 64 horas de embebi-
c30 (Fig. 06). Esta atividade foi também inibida pelo . KCN
(Fig. 07). Mesmo assim, a atividade fosforilante da fracao
mitocondrial so foi evidenciada apos 64 horas de embebicao
(Tabelas II, III, IV e Figs. 11 e 12). Acreditamos que a
atividade mitocondrial no estado quiescente e nos primei-
ros estagios da germinacao, funciona como um elemento regu
lador do proprio processo germinativo, como foi antes suge
rido por Wilson & Bonner (1971). Observamos na Figura 06
que a variagao da atividade respiratoria e a chegada a um
maximo de consumo de oxigenio, foi brusca. Esta variacgao
rigida parece ser devida as dificuldades tecnicas enfrenta
das no isolamento da fragao mitocondrial deste material ve

83
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getal, tornando dificil o apuro nos resultados obtidos. Os
dados apresentados fornecem apenas um arcabouco muito vas-
to onde os problemas fisiologicos podem se delinear.

A respiracido de mitocondrias de sementes e. de

eixos embrionarios quiescentes, com succinato e NADH como

substratos, igualmente foi estimulada por citocromo c (Tab.
I, fig. 04). Este fato foi encontrado também em mitocondrias
isoladas de eixos embrionarios de sementes submetidas a di
ferentes tempos de embebicao em agua (Figs. 08, 09, 10).0s
primeifos estudos que relataram uma acao estimuladora da
atividade oxidativa de mitocondrias de batata . (Solanum
tuberosum L. var. Norin I)‘por citocromo c¢ foram feitos por

Hackett et aZ. (1960)). Contudo, em seu trabalho, a prepa-
racao mitocondrial nao evidenciou controle respiratorionem

foi possivel determinar os valores da relagao ADP/0. Neste
mitocon—

caso foi feita a shposiggo de que a preparacaa
dificuldades

drial vegetal sofrera danos decorrentes das
técnicas de isolamento. Nesta mesma linha de interpretacao,

situou-se o trabalho de Wiskich & Bonner (1963), tambem com

batata (Solanum tuberosum). Por esta razao, eles introduzi

ram uma serie de modificacoes e cuidados na tecnica da pre
paracao mitocondrial e o efeito estimulador do citocromo : ¢
desapareceu. Esta influencia do citocromo ¢, tal qual foi
descoberto por Hackett et al. (1960), continuada por Wiskich
& Bonner (1963) e ainda mais recentemente invocada por
Douce et a1.(1972) como criterio de verificagdao da integri
dade mitocondrial e diferente do efeito do citocromo c esj
tudado por Wilson & Bonner (1971) em mitocondrias de eixos
embrionarios de amendoim. Este foi descrito como um efeito
que aumenta a atividade oxidativa e fosforilante de mito-
condrias isoladas de eixos embrionarios quiescentes e que
desaparece a medida que a semente avangca no processo germi
nativo. Foi constatado nestas mitocondrias de tecidos emj
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embrionarios uma deficiencia de citocromo c, sendo @ mesma
atribuido um papel regulador do proprio ﬁrocesso de germi-
nacdo. Em decorréencia da deficiencia de citocromo ¢ have-
ria insuficiente taxa de oxidacao, evitando-se a perda sem
controle, de substratos da cadeia respiratoria. Como se
viu em eixos embrionarios de feijao serido, nao houve con-
trole respiratorio nos estagios mais precoces da germina-
cae (Tabelas 1T, ITIYL & IV).

No caso de hitocandrias de eixos embrionariosde
sementes quiescentes de feijao serido, a hipotese de agtdr
mos diante de efeito identico ao preconizadd por UWilson &
Bonner (1971), foi examinada, sendo determinados:-es espec
tros da cadeia citocromica da preparacao mitocondrial de
eixo embrionario (Fig. 14, Tab. V). Simultaneamente , foi
determinado o espectro da fracao mitocondrial de hipocoti-
los (Fig. 15, Tab. VI), como testemunha na verificacao do
conteudo de citocromo c. Surpreendentemente, a concentra-
cao de citocromo c em mitocondrias de eixos de sementes
quiescentes foi comparéve] a de hipocotilos. Estavamos pois
diante de situacao diferente da encontrada por Wilson &
Bonner_(1971). Efetivamente, demonstramos a presenca de
citocromo ¢ na preparacao mitocondrial de eixos embriona-
rios de sementes quiescentés (Fig. 14, Tab. ¥). Mas o Ffato
€ que o citocromo c apresentava-se inoperante, quando do

funcionamento da cadeia respiratoria.

Este efeito estimulador do citocromo ¢ no fluxo
de eletrons em mitocondrias de tecidos considerados em pro
cesso de desenvolvimento foi recentemente observado em mi-
tocondrias de tecidos animais (Barret e¢ alZ., 1976 Spencer
& Horton, 1979). Tal foi o caso observado em mitocondrias
de figado de rato com 28 mesés de idade (animais velhos) e
com 5 a 10 meses de idade (animais jovens), por Spencer &
Horton (1979). Em preparagao oriundas de animais dos gru-
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grupos velho e jovem, foi determinado o conteudo de cito-
cromo ¢, que se revelou identico. Com a readicao de <cito-
cromo ¢ verificou-se a restauracao da atividade succino-
-oxidasica, que foi de 65% em animais velhos, sendo. 100%
em animais jovens. Foi'sugerido entao por Spencer & Horton
(1979) uma modificacao na fixagao do citocromo ¢ a membra-
na mitocondrial interna, cujo grau variava com a idade dos
animais e que a adigcao de citocromo c poderia provocar uma
restauragao da atividade respiratoria por rearranjo na mem
brana mitocondrial interna. Isto explicaria o aumento do
fluxo de eletrons, mais acentuado em animais mais jovens e,
por conseguinte, com maiores facilidades para um rearranjo
provocado pelo citocromo c. Uma interpretacao semelhante
poderia sér atribuida aos dados de ativagéo‘dp fluxo dee1§~
trons pelo citocromo c em mitocondrias de tecidos germinan
tes (jovens) a qual decresce com o tempo de germinagao. O
citocromo ¢ nos estagios iniciais da germinacao poderia es
tar em uma posicao desfavoravel na membrana mitocdndria]iﬂ
terna, como mecanismo regulador para impedir o funcionamen
to da cadeia respiratoria. Ao entrar em contato com a pre-
paragEo mitocondrial o citocromo ¢ provocaria uma modifica
cao na arquitetura molecular da membrana mitocondrial, en-
duanto o citocromo c ainda nao ocupou o seu Tugar definiti
vo na mesma membrana, fazendo o citocromo ¢ 1a situado fo-
ra do-sitido devido, ocupar a posicao mais favoravel para
o funcionamento da cadeia respiratoria. Esta seria a expli
cacao para os dados de estimulo provocado pelo citocromo c

com mitocondrias de feijao serido (Tab. I, Figs. 04, 08 ,
08 TH):

Embora tivessemos encontrado aumento da ativida
de oxidativa em presenca de succinato e NADH (Tabela I i
Figs. 04, 08, 09, 10) provocado pelo citocromo c, os dados
sao insuficientes nara uma apreciagao mais acurada do efei
to sobre a atividade fosforilante, tornada evidente apos -
64 horas de embebicao das sementes (Tabelas II, III).Quanto
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3 discrepancia de resultados com os trabalhos de Wilson &

Bonner (1971) que nao encontraram citocromb ¢ nas mitocon-
drias de eixos embrionarios de amendoim, alem de terem usa
.do outro tipo de vegetal, a determinacao aque fizeram do es
pectro da cadeia citocromica, foi feita apenas em presenca
de ditionita onde a resolucao do pico de citocromo C foi
deficiente. No caso de feijao serido, a presenca de cito-—
cromo ¢ so foi revelada com boa resolucao em presenca de
succinato & ascorbate (Fig: 14, Tab. V).

Alem dos dados referentes ao citocromo c da ca-
deia citocromica de mitocondrias de eixos embrionarios qui
escentes (Fig., 14, Tab. V) e de hipocotilos (Fig. 15, Tab.
¥1%s mé}ecé consideracoes adicionais a classe de citocro-
mo b. Um pico de absorgao em 534nm foi encontrado em mito-
condrias de eixos embrionarios (Fig. 14, Tab. V), quando a
preparacao foi tratada com ditionita, nao sendo encontrado
na preparacao de hipocotilos (Fig. 15, Tab. VI). Isto suge
re uma possivel alteracao na cadeia citocromica, tambem ao
nivel da classe b, do tecido vegetal jovem embrionario do

feijao.

As mitocondrias de sementes (Tab. I) e de eixos
embrionarios, seja em estado quiescente (Fig. 03) seja nos
primeiros tempos de embebicao da semente (Fig. 06),n3o oxi
daram varios substratos. Chama especial atencao a nao oxi-
dacao do L-malato, mesmo em presenca de citocromo c quando
e sabido que ele & oxidado por mitocBndr%as de tecidos ve-
getais, diferentemente das mitocondrias de tecidos animais
(Ikuma, 1972; Palmer, 1976). Por esta razao, tal fato foi
melhor explorado em mitocondrias de feijdo seridd. As mito
condrias isoladas de sementes quiescentes foram purifica-
das apos centrifugac3ao em gradiente de densidade de sacaro
se e apresentaram atividade malato-desidrogenasica (FigT
16). A analise da distribuicdo das atividades enzimaticas,
foi coerente com a fragdo mitocondrial, vez que houve con-
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concordancia de localizacao dos picos de proteina, malato-
-desidrogenase e de citocromo-oxidase, enzima marcadora da
membrana mitocondrial interna. A incapacidade das mitocon-
drias de sementes gquiescentes de oxidar malato, nao parece
portanto ser devida a ausencia de malato-desidrogenase na
fracao mitocondrial. Denslow & Silva Lima (1977) encontra-
ram uma atividade de 0,67 umoles de NADH/min em  mitocon-
drias isoladas de 5a de sementes quiescentes, sugerindo que
este nivel de malato-desidrogenase e suficiente para man-
ter, no minimo, um baixo grau de oxidacao do malato. Ainda
por tais dados, foi sugerido que a oxidacao do malato deve
ria ser comparavel a do succinato. No entanto,mitocondrias
de sementes quiescentes oxidam lentamente o succinato e
nio oxidam malato. Nawa & Asahi (1971) separaram,ap0s cen-
trifugaciao em gradiente de densidade de sacarose de fracdo
mitocondrial de cotiledones quiescentes de sementes de er-
vilha, 3 fragoes contendo citocromo-oxidase. Duas . destas
fracoes continham tambem malato-desidrogenase e numa outra,
a atividade malato-desidrogenasica estava ausente. Em estu
do comparativo da distribuicao desta enzima juntamente com
a presenca de atividade citocromo-oxidasica, estes autores
encontraram que a maior parte da atividade malato-desidro-
"genasica foi identifi.cada com os picos correspondentes a
fracdo pos-mitocondrial. Eles sugerem que a estrutura da mi
tocondria de sementes quiescentes deve ser instavel e a
malato-desidrogenasc e liberada das mitocondrias, mas nao
esta operante. No caso de Vigna unguiculata a malato-desi-
drogenase esta presente nas mitocondrias (Figura 16),e nao
e operante (Tabela I, Figs. 03, 06, 17). Possivelmente is-
to se deve a uma deslocalizacao da enzima que seria facili
tada pela instabilidade do arranjo mitocondrial. Na hipote
se de Sato & Asahi (1975), a ma]ato—desidkdgenaseseria des
tacada da membrana no processo de separagao. Logo,seria de
supor que esta enzima, conhecida por sua situacao matricial
na mitocondria, teria um grau de fixacao frouxo.Este seria
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mais um dado junto aos obtidos com o citocromo ¢ para se
especular sobre.o arranjo peculiar dos elementos da cadeia
respiratoria, no curso da germinagao. Consequentemente, is
to reforga 0 argumento da arrumagao nao definitiva das en-

71mas e
conariwms do teC7’d0.§ Vﬁ’g

nacao.

ptals nas primeiras fases da germi

j i F aco-
e do tardio aparecimento da oxidagao ac

111, IV e Figs. 11 e 12)
ido adulto,

Diant
p]ada\a fosforilacao (Tabelas 1Y 5

- - ec
todas as caracteristicas encontradas no £

B (Fig. 12), e inibigdo

quais sejam desacoplamento pelo FCCP g
do estado 3 pela oligomicina revertida pelo FCCP (Fig. s

procurou-se verificar as caracteristicas do proFeEso fis10
10gico de germinacdo das sementes de feijao serido, atra-
vés de uma curva de embebicao de agua acompanhada das va-
riacoes ocasionadas no peso fresco das sementes (Fig. 05).
A curva de embebiééo apresentou um padrao trifasico de ab-

Jacionadas com 0 transporte de elétrons nas mito-

sorcio de agua, conforme o proposto por Bewley & Black (1978),

para as sementes sob condicoes otimas de germinagcao e o en
contrado por Wilson & Bonner (1971) em eixos embrionarios

germinantes de Arachis hipogaea.

A participacao ativa do metabolismo ehergético,
a julgar pelos dados de mitocondrias de eixos embrionarios
de sementes embebidas, estawa sendo tardio (64 horas) em
relacao ao padrao da curva de embebicao das sementes. Com
64 horas de embebic3o, a semente ja deveria ter passado por
um periodo de atividade metabglica maior, que ndo seria ex
plicado apenas, pelos dados fornecidos pe?os'estudos com
mitocondrias de eixos embrionarios.

Contudo, n3o se pode deixar de considerar que a
cinetica das fases de embebicao difere entre sementes de
Vigna unguiculata e eixos embrionarios de 4drachis hipogaea.
Nas primeiras, o peso fresco aumentou em torno de 100% ate

s
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24 horas de embebicao, permanecendo constante até 30 horas,
quando houve emersao da radicula e subsequentemente come-
gou a crescer até atingir aproximadamente 250% do peso fres
co da semente quiescente com 72 horas de embebigdo. Ja pa-_
ra eixos embrionarios de Arachis hipogaea, 0 aumento do pe
so fresco,foi proximo de 200% nos primeiros 45 minutos de
embebicao, atingiu um plateau neste'tempo e; por fim, cres
ceu a partir de 16 horas de embebicao alcancando va]ore;
superiores a 400% com 48 horas. A diferenca na cinetica de
absorcao de agua entre sementes de feijao serido (Fig. 04)
e eixos embrionarios de Arachis hipogaea (Milson & Bonner,
1971) pode ser atribuido a presenca do tegumento na semen-
te que limita o acesso de agua a mesma (Meyer, 1977), como
a naturezd dos constituintes das diferentes partes da se-
mente (Bew]ey & Black, 1978). Diferencas no. padrao de ab-
sorcao de agua pelas sementes, tem sido também encontradas
em diferentes variedades de uma mesma especie de vegetal

(Sefa-Ded & Stanley, ]979);

Passou-se entdo a estudar atividade metabolica

de cotiledones de feijao serido (Figs. 17, 18, 19, 20, 2]

e 22). Verificamos que com 24 horas de embebicao foi possi

vel encontrar fosforilacdo de ADP acoplada ao transporte

de elétrons com succinato, NADH e L-malato como substratos
(Fig. 19). As condigoes de fosforilagao nao melhoraram com
a presenca de citocromo ¢ (Fig. 20). Curiosamente, somente
com 24 horas de embebigdao, foi possivel evidenciar o aco-
plamento da oXidagEo a fosforilagao (Fig. f7, 18. 18, 21 »
22). Possivelmente, isto decorre de uma dificuldade de or-
dem tecnica, comum neste tipo de preparag&o, como ja foi
por nos mencionado e vem sendo por outros, que trabalham

em assuntos correlatos (Wilson & Bonner, 1971).

0 gque os resultados apresentados permite suge-
rir € que. nos primeiros tempos de germinacao de feijao se
rido, a energia metabolica de origem mitocondrial, parece
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ser oriunda dos cotiléedones e so mais tarde parece haver
participacao ativa da fracao mitocondrial do eixo embriona
rio. Ndo se tem condigoes de excluir a participagao de ener
gia, oriunda de outras vias metabolicas e do poder redutor
gerado por atividade metabolica anterior ao processo de aco

plamento da fosforilacgao.



CONCLUSOES

1) Mitocondrias de sementes e eixos embrionarios
quiescentes de Vigna unguiculata (L.) Walp.cv. serido apre
sentam fraca atividade oxidativa, aparentemente por inope
rancia de certos componentes do sistema de transporte de

eletrons como citocromo c e malato-desidrogenase;

2) A fraca atividade oxidativa de sementes e ei

x0s quiescentes pode ser invocada como um mecanismo de con

trole da germinacao;

3) A fosforilacao oxidativa acoplada ao trans-
porte de €1&trons & de aparecimento tardio nos eixos embrio
narios e mais precoce nos cotiledones, no curso da germina
cdo. Isto leva a crer que o metabolismo energético aerobi-
co nos primeiros estagios da germinacao € oriundo do coti-
ledone, sendo o eixo embrionario resguardado para um perio

do de atividade metabolica posterior;

4) Nao esta excluida dos estagios iniciais da
germinacdo a energia oriunda da atividade mitocondrial pe-
la producdo de poder redutor, nem a contribuicio de outras

vias, mesmo anaerobicas.

98.
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12 = 6.1.12] AT1yIDADES OXIDATIVA E FOSFORILANTE DE MITOCONDRIAS DE Vigna sinensis (L.)

Savi, cv. seridd NO CURSO OA GERMINAGAO. T. Psrairs de Jesus e ‘M, Silva Lima (Departa-
mento de Bioquimica a Biologia Molecular, Universidede Federal do Ceara).

0 estudo de mitocdndries de semantes quiescentes jn -mostrou um funcionamanto de=
.ficiente da cadeia de tranbportadores de elétrons e da fonPorilncoo oxidativa asasocia-
de. 0 presente trabalhc caracteriza es stividedes respiretoria e fosforilants ds mito=
condries de eixos embrionarioe com difarentes tempos de embebiqeo. As mitocondrias fo=-
rem isoladas de sementes germinadaa em papal Umido, na obascuridsade @ o consumo da O
determinado polarograficamente. Com 48hs de embabiqao, as mitocOndrias J8 apresantaraom
"consumo de 0., em presenga de malato e consumo de 0, em presenga de succinato mnis -ela=-
vado do que ge mitocéndrias de eixos de sementes qllescentes. Igualmnnte, aperas a res
piraqao com auccineto mostrou~se dependente dea citocromo c. Também nao houve fosforila
¢cao de ADP acoplads a respiragao, Com 72hs de ambebigdo, houve aumento dn consumo da
0. -com os mesmoad substratos, conservando efnda dependnncia de citocromo c,
¢ao em presenga de succirato. Contudo, Jé houve relagao ADP:0 e C.R,
torio) com velores mais baixos do que os de te-i'os adultos., Com BBhs os resultados fo
raem idénticos aos de mitocondrias de tecidos - ltos, com raspiraqio am presanga de
succinato independente de citocromo c, 8 valorss da relacao AOP:0 e C.R. prdaximos aos
tadricos. Uma determinagédo do espectro de citocromos da cadeia de transportadores de e
1étrons, mostrou presanga de citocrnmo c am concentraqoes compardveis as de mitocondrl
as normelmente ‘funcionantes de hipocotigos de, feijdo, Os resultados aprasentado, colo=-
cam=nos diante "da segulnte alternativa: 1= @as mitocondrias ao longo de germinagdo pas-
sariam de eatebio supoatamenta 1maturo para estagio meduro com rearranjo da mambranes

internae; 2= mitocdndrias novas planaments funcionantes seriam formedag no correr da
anrminarm IAuv-f‘l-lnn Financoiroe+ UEAL, - CNRG—6 FINERE) -

da resplira-
(controle respira

’
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: : .OA-
ATIVIDACE MITOCONDRIAL NO CURSO DA GERMINACAD DE SEMENTES DE Vigna ainensis (L ) Savi
. CV s serido.

Terezinha Pereira de Jesus e Maria da Guia Silve Lima. Dept? de Bioquimica e BiolOgia

Molecular, Unilversidade Federal do Ceara. Calxa Postal, 1065. 60.000, Fortaleza -Ceari.

MitocBndrias de vegetails t&m sido responsabilizadas paelo controle do processo deg

germinagdo, seja por incapacidade de realizarem fosforilagdo oxidativa, seja por apre-

sentarem uma cadeia de transportadores de eletrons defitciente em sua composigao.

0
presente trabalho & um estudo da atividade oxidativa e fosforilante de mitocOndrias 1=

soladas de sementes de feijdo seridd, no curso da germinagdo. Em sementes e eixos qui-

escentes ha fraca atividade oxidativa, medida polapograficamente em presenga de succi-

nato e NADH que aumenta com a adigdo de citocromo c. O maldto pratlcamente nao & oxi-

com a adicgdo de citocromo c. Néo ha atividade fosfqgrilante em presenga dos

3 citados substratos. Mitocondrlias de .sementes quiescentes puriflicadas em gradiente de

dado, mesmo

sacarose, apresentaram atividade malatodesidrogendsica. e a andlise espectral da cadeia

‘cltocromica revelou a presenga de cltocromo c comparéval a de mitocOndrias de hipocdo=-

t1lo. Com 24 horas de embebic8o0 da sementd, as mitocdndrias de cotilédones mostraram

aEividade oxidativa e atividade fosforilante, nd&o mais 'detectada com o aumento do teme

po de embehigdo. As mitocdndrias‘de eixos embebidos com até B0 horas nado apresentaram

ApOs este perfodo &
que comegou o aparecimento da atividade fosforilante em mitocbndrias

atividade fosforilante embora aumentasse a atividade oxidativa.

de eixo.'0Os ra=
sultados sugerem uma participagao mitocondrial difesrents no cotilédone e no 8dxo, ‘bem
como uma organizacao dos transportadores da cadela resplratdria que se modifica no
curso da germinagao. . ' : |
AUXILIO FINANCEIRO DO CNPq.
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