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A atividade metabõiica em sementes quiescen-

tes ë sabidamente muito baixa (Üpik & Simon, 1963; Mayer 

& Poljakoff-Mayber, 1963; Breidenbach et al., 1967; 	Sri- 

vastava & Paulson , 1968; Abdul-Bak, 1969; Koil8 fe1,1970; 

Wilson & Bonner, 1971; Newa & Asahi, 1971; Paul & Mukher-

ji, 1973; Sato & A.sahi, 1975), relacionando-se este fato 

a uma dim i nu_i çao considergvel do teor de agua das semen-

tes que chega a níveis de 5% a 10% (Mayer & Pol jakoff-May 

ber, 1966). 0 papel preponderante desempenhado pela ãgua 

evidenciado quando sementes quiescentes viveis sao em-

bebidas, verificando-se que ã embebição corresponde o de-

sencadeamento da atividade respirataria, o aparecimentode 

sTntese prot6ica e demais atividades biológicas. A germi-

nação, determinada pela emersão da radícula, ê pois dire-

tamente relacionada com a hidratação das sementes (ôpik & 

Simon, 1963), esta considerada como fase inicial do pro-

cesso (Bewley & Black, 1978). 

Segundo Bewley & Black (1978), sob condiçces 

ôtimas de germinação, as sementes mostram um padrão trifá 

sico de absorção de ãgua, como indica a figura 01. 

FASE I 
	

FASE II 	FASE III 

EMERSZO 
DA RADÍCULA 

TEMPO 
• 

Fig. 01. Padrão trifãsico de absorção de ãgua, por semen-
tes - germmnantes, segundo Bewley & Black (1978). 

01 
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As fases de absorção de água tém sido relacio 

nadas ao estado metabólico da semente germinante, da se- 

guinte maneira (Bewley & Black, 1978): 

FASE I (embebição), caracterizada pela absor 

ção rãpida de ãgua, ocorre igualmente em tecidos vivos e 

mortos, sendo portanto, independente da atividade metabõ-

lica da semente, embora o metabolismo comece rapidamente 

como uma consequência da hidratação; 

FASE II (lag period), é o período de não ab-

sorção de ãgua, com metabolismo ativo de preparação para 

a germinação. E um período de inércia em sementes mor-

tas; 

FASE III, estã associada com a germinação e 

subsequente crescimento. Durante o crescimento hg também 

atividade metabólica, incluindo o começo da mobilização 

de reservas. 

0 processo germinativo ë o resultado do cres-

cimento do eixo embrionãrio que, rompendo o tegumento da 

semente, provoca a emersão da radícula e desencadeia 	os 

demais processos morfo-fisiolõgicos, que culminarão com 

o estabelecimento da plãntula (Walton, 1966). Como a ger-

minação inclui crescimento e divisão celulares, os quais 

são processos que requerem energia, é óbvio que a germina 

cão é um processo dependente de energia. No entanto , não 
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está bem esclarecido quais são as fontes iniciais da ener 

gia disponTvel para a germinação das sementes 
	e 	quais 

são as rotas metabôlicas ai envolvidas. 

Em termos gerais, a energia metabólica é for-

necida através de duas vias especificas, conforme o orga-

nismo considerado seja aerôbico ou anaerebico. Os orga-

nismos aerõbicos obtém a maior parte de sua energia a par 

tir da respiração, que e definida como a oxidação de com 

bustTveis orgânicos pelo oxigénio molecular, servindo o 

oxigënio como aceptor final de elétrons. 0 transporte de 

elétrons até o oxigénio molecular ocorre através da ca-

deia respiratõria, com um decréscimo da energia livre , 

parte da qual ê conservada pela fosforilação do ADP pro-

duzindo ATP, no processo de fosforilação oxidativa. Aco-

plada ã respiração, a fosforilação oxidativa ë fundamen- 

tal para o desempenho vital dos seres aerõbicos, 	!Arque 

é a sua principal fonte de energia útil. 0 centro da res- 

piração celular em animais e vegetais é a mitocõndria 	, 

que contem sistemas enzimãticos capazes não se de dirigir 

o transporte de elétrons acoplado-
.ã fosforilação do ADP , 

como também de gerar poder redutor, através do ciclo 	do 

ãcido tricarboxTlico (Lehninger, 1970). 

Os organismos anaerebicos, ao invés de oxi-

génio usam outras moléculas como aceptores de elétrons , 
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em reações produtoras de energia. A gli4c6lise, degradação 

anaeróbica da glicose, é uma das inúmeras vias catabóli- 

cas através das quais muitos organismos extraem 	energia 

quTmica de vãrios combustiveis orgãnicos na auséncia 	de 

oxigénio molecular. Muitas células, conhecidas como facul 

tativas, podem viver aeróbica ou anaerobicamente, usando 

oxigénio molecular quando disponível, ou na sua auséncia 

outros compostos como aceptores de elétrons. A 	maioria 

das células heterotr6ficas, especialmente dos organismos 

superiores, é facultativa, preferindo 	usar o oxigênio, 

uma vez que isto lhes permite a utilização mais económica 

das moléculas combustiveis (Lehninger, 1970). 

As mitocóndrias de origem animal, 	conquanto 

se assemelhem a mitocóndrias de vegetais, apresentam di- 

ferenças na natureza do sistema de transporte de 	elé- 

trons, na atividade do ciclo do ãcido tricarboxilico 	e 

na morfologia das membranas mitocondriais (Ikuma, 1972 ; 

Palmer, 1976). A organização da cadeia respiratória 	em 

mitocóndrias de plantas, parece ser mais complexa do que 

a que opera em mitocõndrias de mamíferos. A clãssica ilus 

tração desta complexidade é a presença de uma 	oxidase 

cianeto-resistente , dal decorrendo uma cadeia alterna 

da de transportadores de elétrons . Também a 	organi- 

zação da NADH-desidrogenase em mitocóndrias vegetais é 

mais complexa do que em animais o que confere a estas mi-

tocóndrias a capacidade de oxidar NADH exógeno . Além dis 

so, as mitocõndrias de plantas frequentemente oxidam ma 

lato na auséncia de um sistema que remove oxalacetato. Em 

geral , mitocóndrias de animais são incapazes de de 

senvolver processos 	similares 	( Palmer , 1976 ) . 



05. 
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estudos de microscopia eletr6nica. Cherry (1963) demons 

trou a ocorrência de poucas mitocondrias tTpicas e muitas 

membranas vesiculares em preparação mitocondrial de coti-

lédones quiescentes de Arachís hipogaea. Todavia, a estru 

tura mitocondrial mais diferenciada, tornava-se evidente 

durante a germinação. Outras modificações significativas 

das mitocondrias que indicam sua estabilização durante a 

embebição foram detectadas por Nawa & Asahi (1971), quan-

do estudaram o desenvolvimento de mitocondrias de cotilé-

dones de ervilha nos estágios iniciais da germinação. Eles 

observaram o comportamento das mitoc6ndrias após separa 

ção por centrifugação em gradiente de densidade de sacaro 

se. A densidade das mitocondrias mudou durante a embebi 

ção e houve aumento na atividade respiratória, nos valo- 

res das relaç6es de C.R. e ADP/0 e nas atividades das en-

zimas citocromo-oxidase e malato-desidrogenase e nos con- 

teádos de proteínas e lipTdios. Estes resultados sugeri-

ram a transformaçáo de partículas vesiculares em mitocan 

drias funcionantes, enquanto a semente absorveu água. 

Vários estudos tem demonstrado que ocorre de- 

senvolvimento mitocondrial durante a germinação 	(Cherry, 

1963; Breidenbach et al., 1966, 1967; Nawa & Asahi,1971), 

no entanto pouco é conhecido sobre os mecanismos envolvi-

dos no desempenho inicial das mitoc6ndrias. Nawa & Asahi 

(1971) sugerem que o desenvolvimento mitocondrial em coti 

ledones de ervilha durante a embebição ocorre em duas fa-

ses. Na primeira fase haveria um rápido aumento nas ativi 

dades enzimáticas e na segunda fase ocorreria um aumento 

na atividade respiratõria, e conteL5dos de lipTdios e pro-

teínas. 

Niitocôndrias de cotilëdones de sementes quies 

tentes de ervilha Alaska apresentaram-se enzimaticamente 
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deficientes, com baixos níveis de malato-desidrogenase e 

citocromo-oxidase (Nawa & Asahi, 1971). No entanto, duran 

te a fase inicial de embebição, foi verificado um rãpido 

aumento nas atividades destas duas enzimas. Após seis ho-

ras de embebição, houve um gradual aumento na atividadeda 

malato-desidrogenase, enquanto a atividade da citocromo-

-oxidase atingiu um plateau. Ainda no que diz respeito ãs 

modificaçóes das atividades enzimãticas ocorridas no pro-

cesso germinativo, Cherry (1963) encontrou aumento nas ati 

vidades da succinato-desidrogenase e da citocromo-oxidase 

durante a germinação em mitocóndrias isoladas de cotiledo 

nes de Arachis hipogaea. A atividade da succinato-desidro 

genase aumentou mais de 8 vezes até o 159 dia de germina-

ção. A citocromo-oxidase também aumentou am atividade até 

o 139 dia de germinação, seguindo-se uma rãpida perda de 

atividade no 159 dia. Nestas mitocandrias as 	alteraçóes 

nas atividades enzimãticas não acompanharam as mudanças na 

atividade respiratória pois a respiração mitocondrial com 

succinato como substrato nitidamente aumentou com a germi 

nação, atingindo um pico de atividade no 89 dia, decres—

cendo em seguida. 

Alterações nas atividades de algumas enzimas 

mitocondriais de cotilédones de ervilha (Pisam sativum L. 

cv. "Rondo") também foram estudadas durante a maturação 

(Ko118ffel, 1970) e a germinação de sementes (Kollôffel & 

Sluys, 1970). Durante a maturação verifica-se uma 	perda 

parcial das atividades das enzimas mitocondriais. Quando 

na maturação da semente hã um decréscimo de conte ido 	de 

ãgua de 55% para 13% ocorre um acentuado decréscimo , em 

torno de 90%, das atividades dos sistemas de succinato e 

maiato-oxidases, enquanto que as correspondentes ativida-

des desidrogenãsicas decrescem muito pouco, 40 e 10% para 

succinato e malato-desidrogenase respectivamente. Durante 
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a germinação, as enzimas milocordriaiS são 
reativadas pe-

la hidratação (Kolidffei & Sluys, 1970). As atividades 5‘C 

cinato e malato-desidrogenãsicas sofrem pouca alteração . 

No entanto, nos dois dias subsequentes hã um aumento nas 

referidas atividades oxidãsicas e desidrogenãsicas. 

Eldan & Mayer (1972) estudaram a ativação da 

citocromo c -redutase durante a germinação de alface.Eles 

verificaram um rãpido aumento na atividade citocromo c-re 

dutãsica durante as fases iniciais da germinação de alfa 

ce. No entanto, o aumento desta atividade não ocorre para 

lelamente com a absorção de ãgua e com o aumento na ativi 

dade citocromo-oxidãsica. Para os mesmos autores ficou cia 

ro que o desenvolvimento da atividade citocromo c-redutã-

sica não é função simplesmente da absorção de ãgua pelas 

sementes e que a ativação de enzimas durante as fases ini 

ciais da germinação, notadamente da NADH-citocromo c-redu 

tase, ê reconhecida como fator limitante do consumo 	de 

oxigênio. Também em mitocõndrias de eixos embrionãrios de 

Arachis h_ipoaaea foi encontrado aumento nas atividades suc—

cinato-citocromo c-redutãsica e NADH-citocromo c-redutãsi 

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

Os resultados dos trabalhos de Kollbffel 	& 

Sluys (1970) sobre o desenvolvimento mitocondrial em coti 

lãdones de ervilha durante a germinação, sugerem que um 

aumento na capacidade respiratõria mitocondrial nas fases 

iniciais da germinação deve ser atribuído principalmente 

a maturação bioquTmica das enzimas da cadeia transportado 

ra de elétrons. Esta sugestão foi baseada no fato de que 

os autores verificaram que a atividade oxidasica e o con-

trole respiratõrio aumentaram fortemente durante a germi-

nação, enquanto que a atividade desidrogensica aumentou 

muito pouco no primeiro dia de germinação. Evidencias de 
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maturação da cadeia respiratãria foram também encontradas 

por,c li l son & Bonner (1971) que investigaram o 	transporte 

de elétrons em eixos embrionãrios quiescentes de A ra3his 

hipoaaea. Mitocõndrias isoladas de eixos embrionãrios qui 

escentes e de eixos de sementes com até 16 horas de embe-

bição apresentaram-se deficientes em citocromo c, com bai 

xa velocidade de consumo de oxigénio, com succinato e NADH 

exãgenos e com incapacidade de oxidar malato exõgeno. Nes 

tas mitocõndrias, a respiração com succinato e NADH foi 

consideravelmente estimulada pela adição de citocromo c 

mas a adição de ADP causou pouca mudança no consumo 	de 

oxigénio em qualquer dos 3 substratos testados. Desacopla 

dores como bis(hexafluorcacetonil) acetona e 	inibidores 

da respiração acoplados ã fosforilação como a oliaomicina 

não 	tiveram efeito sobre a atividade respi ratõri a. 	Api s 

16 horas de embebição, as mitocõndrias de eixos embrionã-

rios de Arachis hiooaaea apresentaram aumento no contefldo 

de citocromo c, metabolizaram ativamente succinato,NADH e 

malato, com controle da respiração pelo ADP e 	mostraram 

valores da relação ADP/0 pr6ximos de 2,0 para succinato e 

NADH e prõximos de 3,0 para malato, como ocorre em outros 

tecidos adultos de plantas (Bonner, 1967; Ikuma & Bonner, 

1967; Silva Lima et ai., 1974; Almeida Ramos, 1977; Fer-

nandes de Melo, 1978). Com o aumento do tempo de embebi-

ção, decresceu o estimulo do consumo de oxigénio pelo ci-

tocromo c e registrou-se aumento na inibição pela oligo 

micina e desacoplamento pelo bis(hexafluorcarcetonil) 

acetona. Mitocãndrias preparadas em qualquer tempo 

de embebição foram inibidas velo KCN. 	A despeito da de 

fi ci enci a de citocromo c em mitocõndrias de eixos embri o-

nãrios quiescentes, a evidencia da inibição da respiração 

em sementes secas e nos estãgios iniciais da germinação, 

ocorre através de uma cadeia respi ratõri a ci tocrõmi ca. Os 
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resultados do trabalho de Vilson & Bonner (1971) indicam 

que a cadeia resni ratõri a em eixos embri onãrios pui escen-

tes sofre maturação hioqufmica com o tempo de emhebição, 

o que ficou evidenciado sobremaneira no aumento de concen 

tracão de componentes do sistema de transporte 	de elé- 

trons, como também no aumento da atividade respi ratõri a e 

da eficiéncia fosforilante. 

Mitocõndrias preparadas de sementes quies-

centes de feijão seridõ (Denslow & Silva Lima, 1977), pa-

recem apresentar um sistema de transporte de elétrons fun 

cionalmente deficiente como o das mitocandrias de Arachis 

hipooaea estudadas por Wilson & Bonner (1971). 	Sementes 

qui escentes de feijão seridõ foram capazes de oxi dar suc - 

cinato e NADH exógenos satisfatoriamente somente 	quando 

citocromo c foi adicionado ao meio da reação. Todavia 

mesmo na presença de citocromo c, elas não foram capazes 

de oxidar mal ato exõaeno. Um outro fato consistente com a 

i déia de que os elementos da cadeia de transporte de elé-

trons se modificam durante os estãgios iniciais da germi-

nação é a transição da respi ração ci aneto-resistente para 

a 	respi ração ci aneto-sensf vel , que ocorre 	em semen tes de 

soja entre a 4a. e 8a. horas de germi nação (Yentur & Leo-

pold, 1976). 

Além das modificacões ao nTvel das ativida-

des enzimãticas , ocorridas ao longo dos períodos iniciais 

da germinação, outras rnodificaçées foram estudadas, sobre 

tudo as veri fi cadas com a adição de ci tocromo c.0 es tf mu-

1 o do, cons uiTIo de oxi gén i o pelo ci tocromo c foi o ori mei ro 

estudado por Hackett et aZ. (1960) em tubérculo de batata. 	Tal 

efeito não foi constatado por Wi ski ch & Bonner (1963) em mi tocôn-

dri as de batata dotadas de controle respi ratõri o. Wilson & Bonner 

(1970) verificaram o efeito estimulador do citocromo c em 
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de Phaseolus aureus. Este efeito sugere que a cadeia res-

piratõria das mitocõndrias de tecidos vegetais, sofre al-

terações ao nível da cadeia citocrõmica.As alterações re-

lacionadas com citocromo c, não são as únicas ooroue um 

aumento de citocromos a-a3,  b e c, foi também 	encontra- 

do em mitocõndrias de cõtilédones de amendoim durante a 

germinação, por Breidenbach et ai. (1967). Estes autores 

relacionaram a baixa capacidade oxidativa da fração mito-

condrial de cotilédones com pouco tempo de embebição com 

o baixo conteúdo de citocromos c, talvez em particular, a 

defi cienci a de citocromos a-a 

Um outro aspecto pelo qual 	se interpretam as 

modificações que ocorrem nas fases iniciais dagerminação, 

diferentes das modificações enzi mãti cas anteriormente des-

critas, é o da sTntese de novo dos constituintes mitocon-

driais. Howell (1961), admitindo que a quantidade de ni-

trogênio nas frações mitocondriais de cotilédones de soja 

era proporcional ao número de mitocõndrias, encontrou um 

aumento no número de mitocõndrias em torno do 59 dia de 

germinação. A biogenese de mitocõndrias foi 	demonstrada 

por Breidenbach et ai. (1966, 1967) em cotilédones 	de 

Arachis hipogaea germinantes, pela determinação de 	pro- 

priedades constitutivas e enzimã=ticas das 	mitocõndrias, 

em função do tempo de germinação. Foi mostrado ainda du- 

rante a germinação aumento em conteúdo de citocromos, pro 

tefnas e DNA, em fração mitocondrial de cotilédones 	de 

Arachis hipogaea, purificada por centrifugação em gradien 

te de densidade de sacarose. 

Em sementes germinantes, durante o perfodo de 

anaerobiose, jã foi demonstrada a acumulação de ácido lã-

tico (Cossins, 1964) e etanol (Cossins & Turner, 1959 , 

3' 
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1962, 1963) , indicativas da ocorrencia de 	fermentação 

glicolftica e alcoólica, respectivamente. Nestes dois pro 

cessos de metabolização da glicose ocorre a formação 	de 

quantidades reduzidas e iguais de ATP a partir de ADP 

constituindo-se mecanismos de emergencia capazes de produ 

zir energia por um curto período de tempo, enquanto 	as 

vias metab6licas que utilizam oxigénio não estão operan-

tes. 

Kollbffel (1970), estudando em cotilédones de 

ervilha a atividade da al cool -deli drogenase , uma 	enzima 

envolvida na fermentação alco6lica, durante a maturação e 

germinação da semente ;  mostrou que a enzima é formada du-

rante o desenvolvimento, sendo reativada pela hidratação 

durante os primeiros 7 dias de germinação. Alto Q.R. (quo 

ciente respi ratõrio) e presença de ãl cool em sementes em-

bebidas de Phaseolus mungo também sugerem a ocorréncia da 

fermentação alcoõlica durante a germinação (Morohashi & 

-Shimokoriyama, 1975, a). No entanto, no período inicial de 

embebição, o consumo de oxigénio foi pouco inibido pelo 

iodoacetato e NaF, a despeito de serem estas substâncias 

conhecidas como inibidores da glic6lise. Morohashi & Shi-

mokoriyama (1975, a) sugeriram que esta insensibilidade do 

consumo de oxigênio a inibidores da glic6lise deve-se ao 

fato de que a capacidade glicolftica, nos 	primeiros e stã 

gios de embebição da semente, possa ser maior do que a 

do sistema ciclo do ãcido tricarboxilico (CATC) / cadeia 

de transporte de elétrons (CTE). 0 mecanismo fdi 	assim 

atribui do a diferentes graus de 	ativação da gl i cãl i se 	e 

sistema CATC/CTE com a hidratação. Para examinar a valida 

de do mecanismo proposto, Morohashi 	& 	Shimokoriyama 

(1975,b) mediram durante a fase inicial de embebição 	de 

sementes germinantes os processos de ativação de enzimas glicolíti 

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 gl i col f ti cas examinadas (a l dol ase , 

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

Estes resultados mostraram que a ativação das enzimas mi-

tocondri ais está atrazada quando comparada com as do si s-

tema gl i col iti co e que a atividade mi tocondri al é ï i mi tan 

te da velocidade do catabolismo da glicose durante um cer 

to período de embebição. Como as atividades de oxidação do 

succinato e mal ato pelas mitocõndrias aumentaram em torno 

de 4 vezes (entre 20 e 75 minutos de embebição), enquanto 

as atividades da succinato e malato-desidrogenase aumenta 

ram aproximadamente 2 vezes ( Morohashi & Shirnokoriyama, 1975 , 

b) , foi sugerido que a cadeia respiratória é l imitante  pa' 

ra a respi ração de sementes de Phaseolus mango, nos está 

gios iniciais da embebição. Sol omos et aZ. (1972) sugerem 

que a respiração nos estágios iniciais da germinação de 

ervilha não ocorre porque a estrutura mitocondrial não es 

tã bem desenvolvida. 

Do exposto, pode-se concluir que a energia mo . 

bilizada durante o processo germinativo é oriunda da ati-

vidade mitocondrial através da maturação dos sistemas en-

zimáticos ou da própria biognese de constituintes mito-

cori dri ai s e de outras vias metabõl i cas extra-mitocondri ai s. 

0 presente trabalho teve por objetivo caracte 

ri zar o desenvolvimento da atividade mitocondrial compre - 

en di da como atividades oxi dati va e fos fo ri 1 ante 	durante 

os estágios iniciais da germinação, estudando o relaciona 

mento entre a absorção de água pela semente e sua ati vi da 

de mitocondrial , com vistas a uma contribuição ao escl are 

cimento do grau de comprometimento deste sistema 	produ- 

tor de energia durante o processo de germinação. 



A atividade mitocondrial foi estudada em se-

mentes quiescentes e embebidas de feijão seri dõ, em eixos 

embrionãrios e em cotilédones. 

A atividade respiratória das preparações mito 

condriais foi investigada quanto ã capacidade de oxida-

ção de diferentes substratos, ao controle respi ratõri o pe 

lo ADP, ã dependénci a do citocromo c exógeno na velocida-

de de oxidação de substratos e ao efeito de inibidores da 

cadeia respiratória. 

A atividade fosforilante foi estudada 	pelo 

efeito do ADP sobre a velocidade de oxidação de diferen-

tes substratos e tambóm pelos efeitos de inibidores e de-

sacopladores da fosforilagão oxidativa. 



MATERIAL E MÉTODOS 

A. Material 

No presente trabalho foram utilizadas semen- 

tes de feijão de corda do cultivar serid6. 	Este material 

anteriormente descrito como Vigna sinensis (L.) Savi 

na realidade Vigna ungv_iculata (L.) Wal p. de acordo 	com 

Verdcourt (1 970) . As referidas sementes foram fornecidas 

pelo Banco de Sementes do Centro de Ciências Agrarias da 

Universidade Federal do Ceara. 

Foram utilizados os reagentes abaixo relacio- 

nados 

elacio- 

nados com as respectivas proced-6nci as: 

E. Merck Ag. Darmstád: acido citri co, 	acido 

isocTt'rico, acido succTnico 	, ditionita de s6dio, EDTA; 

NBCO. (Nutritional Biochemical Corporation) : 

acido a-cetoglutãrico, acido cólico, acido L-malico, 	e 

acido oxalacético; 

Carlo Erba: acido L-asc6rbico, inani tol , L-cis 

i.eìna; 

Sigma Chemical Company: acido DL-6-hidroxibu-

tTrico, acido fumarico, acido glutãmico, acido pi revi co , 

ADP, BSA, FCCP, oligomicina, Triton X-100. 

Todos os demais reagentes utilizados foram de 

grau anal tico. 

B. Métodos 

Condições de embebição e germinação 

Ap6s a seleção, as sementes foram esteriliza-

das por imersão durante 5 minutos, em solução de hipoclo- 

15 
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rito de s6dio, contendo 5,2% de cloro ativo. Em seguida, 

as sementes1foram lavadas em excesso de agua corrente 	e 

ãua destilada e semeadas em papel de filtro ou em vermi 

culita. 

A semeadura em papel de filtro, foi feita colo 
2 + 

cando--se as sementes entre duas folhas de papel (80g/m ) 

de 30cm x 30 cm, previamente esterilizadas em autoclave 

a 121 ° C por 20 minutos e umedecidas com ãgua destilada . 

Dez sementes foram dispostas em fila horizontal o aproxi-

madamente 2,5cm da borda superior das folhas de papel,que 

ap6s a semeadura foram dobradas, formando rolos. Cada con 

junto de 5 rolos foi colocado verticalmente em depõsitos 

plstic•os com capacidade de 500 ml, contendo 20 ml 	de 

agua destilada. Estes dep6sitos foram colocados em cubas 

de plãstico, mantidas na obscuridade. A temperatura no in 

terior das cubas, durante o período de embebição, foi de 

aproximadamente 26 ° C. Os tempos de embebição variaram de 

24 a 88 horas, quando as mitocõndrias foram isoladas 	de 

eixos embrionãrios. Para a obtenção de mitocõndrias de co 

tilédones, as sementes foram embebidas durante os perío-

dos de 18, 24, 38 e 48 horas. 

Para a germinação em vermiculita, as sementes 

foram semeadas na superfície da mistura de vermiculita e 

agua na proporção de 3:1 (v:v), em recipiente plãstico. A 

germinação foi feita ã temperatura de aproximadamente 26° C, 

na obscuridade durante 6 dias. 

Determinação do aumento do peso fresco 

Inicialmente, 5 amostras de 	, 	~za ungu_icv.Zata 

(L.) i';'alp, cv. serid6 foram embebidas ,ras mesmas condiçCes 
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anteriormente descritas para semeadura em papel de filtro, 

durante os perTodos de 1, 5, 10, 20, 24, 30, 40, 48 e 72 

horas. Ap6s a embebição foi feita a remoção do excesso de 

ãgua da superfTcie das sementes, colocando-as entre duas 

folhas de papel de filtro. 

0 peso fresco foi determinado pela média arit-

d6tica dos pesos das cinco amostras de sementes embebidas. 

Os valores de peso fresco foram expressos em mg x semente-

0 

emente

0 aumento no peso fresco foi calculado pela diferença en-

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

semente quiescente. 

Preparação mitocondrial  

Para o isolamento da fração mitocondrial foram 

utilizados sementes quiescentes, cotilédones e eixos em-

brionãrios quiescentes, cotilédones e eixos embrionãrios 

de sementes submetidas a diferentes tempos de embebição e 

hipoc6tilos de.plãntulas colhidas ap6s 6 dias de semeadu-

ra em vermiculita. Todas as etapas referentes ao isolamen 

to da fração mitocondrial foram desenvolvidas em 	câmara 

fria, ã temperatura de 6 °  C, usando-se material e 	meios 

previamente resfriados. No preparo do homogenato ã exce-

ção dos hipoc6tilos, houve modificação no procedimento de 

separação, de acordo com o tipo de material usado. Assim: 

1) As mitocondrias de hipoc6tilos foram isola- 

das utilizando=se a técnica de Ikuma (Ikuma, 1970),modifi 
cada por Silva Lima (Silva Lima, 1977). 

2) As sementes e cotilédones quiescentes foram 

trituradas em moinho Wiley adaptado com uma tela de 60 

malhas 	por, 	polegada 	linear 	(60 mesh). A farinha 
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resultante toi macerada em gral de porcelana com meio de 

homogeneização, na porporção de 1:2 (p:v), utilizando a-

reia de quartzo (Nawa & Asahi, 1971) na porporção de 2:1 

(P:10); 

3) Os eixos embrionãrios de sementes quiescen 

tes e submetidas a diferentes tempos de embebição 	foram 

separados dos cotilédones com a ajuda de estilete. Eixos 

embrionãrios de sementes embebidas, foram lavados duas ve 

zes com ãgua destilada e uma vez com meio de homogeneiza-

ção. Os eixos embrionãrios foram macerados em gral de por 

celana com meio de homogeneização na proporção de 	1:2 

(p:v). Na maceração, areia de quartzo foi adicionada 	na 

proporção de 2:1 (p:p), somente aos eixos embrionãrios de 

sementes quiescentes. 

4) Cotilédones de sementes submetidas a dife 

rentes tempos de embebição, toram obtidos apõs remoção do 

tegumento das sementes embebidas e extração dos eixos em-

brionãrios, com a ajuda de estilete. Os cotilédones isola 

dos, - foram lavados duas vezes com ãgua destilada e uma 

vez com meio de homogeneização. A maceração foi teita com 

gral com meio de homogeneização na proporção 1:2 (p:v). 

0 meio de homogeneização teve a seguinte com-

posição: manitol 0,3M, EDTA 1mM, BSA 0,1% (p:v), fosfato 

de potãssio 2,5 mM e cisterna 0,5% (p:v), com pH 	final 

7,4. 

As etapas seguintes da preparação 	mitocon 

crial foram as mesmas independentes do tipo de material.° 

homogenato resultante da maceração foi filtrado em tela 

de nylon (malhas de 50u ), ajustado para pH em torno 	de 

7 com KUH 6N e posteriormente submetido a 	centrifugação 

diferencial em centrifuga Sorvall RC-5 a 4°C, segundo 	o 
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esquema exposto no diagrama 01. 0 homogenato foi inicial-

mente centrifugado a 400xg durante 1U minutos, possibili-

tando a separação de amido, nvcleos e restos celulares no 

precipitado. 0 sobrenadante, contendo a fração mitocondri 

ai, foi centrifugado a i0.000xg por 20 minutos, resultan-

do a separação das mitocõndrias no precipitado. 0 precipi 

tado mitocondrial foi suspenso em meio de lavagem com 	a 

seguinte composição: manitol 0,3M, BSA 0,1% (p:v), fosfa-

to de potássio 2,5mM, com pH final 7,2. N suspensão mito-

condrial resultante foi suavemente homogeneizada em nomo- 

geneizador Potter-Elvehjem e em seguida centrifugada 	a 

400 x g por 10 minutos, com a finalidade de purificar 	a 

fração mitocondrial. 0 sobrenadante contendo a tração 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 experiência. 
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HOMOGENATO 

400 x g-10 minutos 

SOB RENADANTE 

10.000 x a-20 minutos 
PRECIPITADO 

DESCARTADO 

SOBRENADANTE 

DESCARTADO 

PRECIPITADO 

Suspenso em 25m1 de Meio de Lavagem 

400 x g-10 minutos 

PRECIPITADO 

DESCARTADO 

SOBRENADANTE 

10.000 x g-20 minutos 

SOBRENADANTE 	 PRECIPITADO 

DESCARTADO 	Lavado e Ressuspenso em 0,5-1,5m1 do 

Meio de Lavagem 

SUSPENSAO MITOCONDRIAL 

DIAGRAMA 01. Esquema de Centrifugação Diferencial para o 	Isolamento 

de Mitocondrias de Vigna unguiculata (L .)!,lalp. cv.serido. 
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Dosagem de proteinas  

A concentração de proteínas na fração mitocon 

drial ou nas trações do gradiente linear de densidade de 

sacarose foi determinada pelo mêtodo do biureto modifica 

do por Gornall (Gornall et aZ., 1949). A modificação con- 

sistiu na adição de colato de sódio com a finalidade 	de 

solubilizar as proteínas membranares. 0 meio 	de reação 

consistia de colato de sõdio 0,26%, preparação mitocon--

drial ou fração do gradiente linear de densidade de saca-

rose, hidr6xido de sõdio 8% e sulfato de cobre 0,1%, adi-

cionados na ordem indicada. Apõs 15 minutos de repouso , 

para desenvolvimento da reação corada característica, foi 

feita a medida da absorbãncia a 540nm em um fotocolorTme-

tro Spekol aus Jena. A leitura de absorbgncia da amostra 

foi feita contra uma prova em branco dos reagentes men—

cionados, ã exceção da preparação. 

A concentração de proteína foi determinada em 

relação a uma curva padrão de BSA, na qual 1 mg de proteT 

na apresentava absorbãncia de 0,081, a 540nm. 

Purificação em gradiente linear de densidade de sacarose  

0 gradiente linear de densidade de sacarose , 

foi preparado segundo Parish (Parish, 1972). No diagrama 

02, o reservatario (A) e a cãmara de mistura (B) 	foram 

preparados com seringas de 10m1. A conexão entre ambos 

foi feita com tubo de tygon. Na cãmara de mistura (B) foi 

feito um orifício, onde foi introduzida uma agulha com um 

tubo na extremidade externa, através do qual era recolhi- 

do o gradiente no tubo de centrifuga (C). A mistura 	do 

conteido da câmara B foi feita por intermédio de uma has-

te movimentada por um motor com velocidade controlada. A 
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DIAGRAMA 02  - PREPARO DE GRADIENTE LINEAR DE 

DENSIDADE DE SACAROSE 
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2. 

solução de sacarose 65% foi colocada em B e a solução de 

sacarose 35% em A. Ambas as soluções continham tampão fos 

fato de potãssio 10 mM, pH 7,2 e EDTA 1mM. Uma vez aber— 

	

tas as conexóes 1 e 2, o gradiente foi coletado em 	tubo 

de ultracentrifuga (C) e equilibrado durante 1 hora 	a 

4°C, antes da adição da amostra. 

A fração mitocondrial foi preparada de semen 

tes quiescentes, conforme descrito anteriormente, sendo o 

precipitado mitocondrial final ressuspenso em solução de 

sacarose 35%. Uma amostra de 0,5m1 da suspensão mitocon—

drial foi cuidadosamente colocada sobre 9m1 de gradiente 

linear de densidade de sacarose (35-65%, p/v). 

	

A centrifugação do gradiente foi feita 	a 

86.200 x g, em ultracentrifuga refrigerada IEC (Interna- 

°tional Equipment Company - Modelo HR.1, rotor SB 283), du 

rante 3 horas, a temperatura de 4°  C. Após a centrifuga —

ção, introduziu-se dentro do tubo de ultracentrifuga uma 

agulha conectada a uma bomba peristãltica através de tubo 

plãstico, por onde foram recolhidas alTquotas de 0,25m1, 

iniciando a separação a partir da fração mais pesada para 

a mais leve. 

Espectro diferencial de cadeia citócrómica  

Os espectros de cadeia citocrómica das 	fra- 

ções mitocondriais isoladas de eixos embrionãrios de se-

mentes quiescentes, e de hipoc6tilos de plântulas colhi-

das após 6 dias de semeadura, foram feitos em um espectro 

	

fotômetro de duplo feixe Carry 25. A espectroscopia 	foi 

feita a temperatura de 77°K. 
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A temperatura ambiente, a estrutura dos cito-

cromos oscila entre virias formas moleculares próximas . 

Isto permite absorção da luz com variações de comprimen-

to de onda muito pequenas, causando um alargamento glo-

bal da faixa de absorção e consequentemente, uma mi reco 

lução dos diferentes componentes dos espectros. 	Baixas 

temperaturas apresentam a vantagem de fixar a estrutura 

dos citocromos. Então, com o abaixamento da temperatura 

para 77°K, obtem-se faixas de absorção mais estreitas e 

consequentemente, melhor resolução dos espectros. 

Na obtenção dos espectros da cadeia citocrómi 

ca, optou-se pela determinação do espectro diferencial , 

isto é, a relação Espectro reduzido/Espectro 	oxidado 

(Chance, 1965), eliminando-se desta forma, a parte 	da 

luz absorvida pelas proteínas que não pertencem ã cadeia 

respiratória. 

Na determinação do espectro diferencial 	, a 

prova em branco consistiu de uma mistura de suspensão mi 

tocondrial e H202  1mM. 0 per-Oxido de hidrogênio possibi- 

litou a oxidação da fração mitocondrial. A redução 	das 

preparações mitocondriais, em diferentes graus, foi fei- 

ta com traços de ditionita, ascorbato 2mM ou 	succinato 

10mM. A determinação do espectro diferencial foi 	feita 

atravës da leitura de absorção óptica das formas reduzi-

das, contra a prova em branco. A leitura de absorção óp-

tica foi feita em caminho óptico de 3mm, em volume final 

de 1,5 ml com meio fosforilante. A composição do 	meio 

fosforilante foi manitol 0,3M, tampão fosfato de potãs-

sio 10mM, pH 7,2, KC1 10mM e MgCl 2  6mM. 
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Atividade da citocromo-oxidase (Appelmans  et al. 1955) 

Principio: 

A atividade citocromo-oxidãsica foi determina 

da espectrofotometricamente em 550 nm, seguindo-se o desa 

parecimento do citocromo c reduzido (banda_a) pelo decrës 

cimo na absorbãncia. 

Procedimento: 

A reação enzimãtica foi realizada pela adição, 

no tempo zero, de uma alTqúota de 10 ul da fração do gra- 

diente linear de densidade previamente lisada com 	Tri- 

ton-X-I00 0,004%, a 1 ml de solução de citocromo c reduzi 

do (solução de citocromo c 41 uM em EDTA 1mM e tampão fos 

fato 0,03M, pH 7,4; reduzida 90% pela adição de 	traços 

de ditionita de s6dio). A prova em branco do ensaio con- 

sistiu de 1 ml da solução de citocromo c, 	completamente 

reõxidada por uma pequena quantidade de ferricianeto 	de 

potãssio. 0 decrëscimo da absorbãncia foi medido, contra 

a prova em branco, durante 3 minutos, em intervalos de 25 

segundos, a 550 nm, em espectrofotametro Beckman DU, 	ã 

temperatura de 25°C. 

Definição da atividade: 

A atividade da citocromo-oxidase ë 	definida 

por uma constante de velocidade de reação de primeira or-

dem: 

absorbãncia no tempo zero  
absorbancia no tempo de 1 min. 

A atividade especifica ë calculada a partir 

de concentrações conhecidas de citocromo c no meio de rea 

ção, e a constante de velocidade ë calculada segundo 	a 

equação precedente. 

k = 2,3 log 



26 

Atividade especifica = k x concentração de ci tocromo c 
concentraçao de proteinas 

Para o cãlculo das concentrações de ci tocromo c uti li- 

za-se o coeficiente de extinção molar (c ) do ci tocromo 	c 

oxidado a 550 nm, cujo valor é 18,5 x 106  cm
2
/mol. 

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

Principio: 

A mal ato-desidrogenase catalisa a reação: 

L-mal ato + NADf 	r Oxalacetato + NADH + H+  

A atividade mal ato-desi drogenãsi ca foi determina-

da espectrofotometricamente, seguindo-se a transformação de 

oxalacetato em malato, pelo decréscimo na absorbãncia 	a 

340nm, devido ã oxidação do NADH. 

Procedimento: 

A reação enzimãtica foi desenvolvida pela adição, 

no 	tempo zero, de uma al f quota da fração do gradiente 	1 i 

near de densidade de sacarose, 1 isada com Tri ton -X-100 0,004% 

a um meio contendo NADH 0,12mM, oxalacetato 0,6M 	e meio 

de reação no vol ume final de lml . 0 meio de reação teve 	a 

seguinte composição: manitol 0,3M tampão fosfato de potãs- 

sio 10mM, pH 7,2 KC1 10mM, MgC1 2  1mM e BSA 0,1%. A 	prova 

em branco do ensaio, foi lml do meio de reação. 0 decresci 

mo na absorbãncia foi medida, contra a prova em branco, du 

rante 3 minutos, em intervalos de 25 segundos, a 340nm em 

espectrofotemetro Beckman D11, ã temperatura de 25°C. 
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Definição de Atividade: 

Uma unidade da enzima ë definida como aquela 

quantidade de enzima nue causa um decréscimo de 0,001 na 

absorbãncia do NADH, a 340nm, em 1 minuto. 

Atividade da catalase  (Luck,  H., 1965) 

Princfpio: 

A catalase catalisa a reação: 

2H202 	>2H20 + 02  

A atividade catal ãsi ca foi determinada espec-

trofotometricamente, seguindo-se a decomposição do H202  

pelo decréscimo na absorbãncia, a 240nm. 

Procedi mento: 

A reação enzi mãti ca foi realizada pela adição, 

no. tempo zero, de uma al Tquota da fração do gradiente li 

near de densidade de sacarose, lisada com Triton -X-100 

0,004% a uma solução H 2 0 2  0,013M e tampão fosfato de potãs 

sio 0,067M a pH 7,0, no volume final de 3m1. A prova em 

branco consistia dos mesmos reagehtes sem a fração do gra 

diente. 0 de- créscimo na absorbãncia foi medido durante 3 

minutos, em intervalos de 25 segundos, a 240nM, em espec 

trofotõmetro Beckman DU, ã temperatura de 25 ° C. 

Definição de Atividade: 

Uma unidade da enzima é definida como 	aque- 

la quantidade de enzima aue cinde a metade do per6xido de 

hidrogênio da solução, em 100 segundos, a 25 °C. 
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Atividades oxi dati va e fos fo ri 1 an te  

A atividade oxidativa de mitocõndrias foi medi-

da pela determinação polarogrãfica do consumo de oxigênio 

em oxigrafo (i lson, Modelo K-IC, polarizado a 0,8v; 	com 

eletrodo de Clark acoplado ã câmara de reação, ã temperatu 

ra de 26°C. A sequância padrão de adições ã 
câmara de rea-

ção, resultando no volume final 
de 1,5m1, foi a seguinte: 

1 ,4m1 de meio fosforilante, pH 7,2 (manitol 0,3M, 	
tampão 

fosfato de potássio 10mM, pH 7,2 KC1 10mM e MgC12  6mM) 	
e 

fração mitocondrial. A reação foi iniciada pela adição de 

substrato oxidável. A ordem e a concentração das adições 

subsequentes, estão indicadas nas legendas das figuras cor 

respondentes. 

A concentração de ADP foi determinada espectro-

fotometricamente, tendo como base o seu coeficiente de ex-

tinção milimolar de 15,4mM-1 cm-1  a 260nM (Ikuma, 1970). 

Cálculo do consumo de oxi gén i o  

Para o cálculo do consumo de oxigénio, foi pre-

viamente determinada a concentração de 222 pM de oxigénio 

dissolvido no meio fosforilante, basicamente 	constituído 

de manitol 0,3M. Com  este dado, calculou-se que ocorre 333 

nanomoles de oxigénio/1,5m1, ou sEja, 666 nanoãtomos 	de 

oxigénio/1,5m1 do mesmo meio. Em seguida, foi calculado que, 

no papel do registro pol aroaráfi co com a altura de 185mm , 

1 mi limetro corresponde a 1,8 nanomoles de oxigénio, 	ou 

3,6 nanoátomos de oxigénio/1,5m1. Durante a reação, a velo-

cidade de deslocamento do papel foi fixada em 12mm x min-1  . 

Então, a velocidade de consumo de oxigênio foi calculada , 

a partir da seguinte expressão: 



V = c xh xt-1, onde: 

V = velocidade de consumo de oxigénio em 

nanomoles x min-1 x1,5m1 -1 ; 

C = constante indicativa de que a altura 

de lmm, percorrida no papel, corres- 

ponde ao consumo 	de oxigénio de 

1,8 nanomoles/1,5m1; 

h = altura em mm percorrida no papel; 

t = 1 minuto. 

Cãlculo de controle respiratõrio  

0 controle respiratõrio (C.R.) foi calculado 

segundo Chance & Williams (1 956) , conforme a expressão abai 

xo: 

C.R. = V3/V4,  onde: 

V3  = consumo de oxigênio no estado 3, em presença de subs 

trato e ADP; 

= consumo de oxigénio no estado 4, em presença de subs 

trato. 

Na determinação desta relação foram sempre con 

siderados os valores do primeiro estado 3 e o segundo es-

tado 4. 
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Calculo da relação ADP/0 

A relação ADP/0 foi calculada de acordo 	com 

(1956), e Hagihara (7961), através 	da 
Chance & Williams  

seguinte expressão: 

ADP/0 = ADP/h x C , onde: 

ADP = nanomoles de ADP adicionados ao meio fosforilante; 

h = altura em milTmetros, percorrida no papel, durante o 

estado 3; 

C = constante indicativa de que a altura de 1 mm corres:---

ponde ao consumo de oxigénio de 3,6 nanoãtomos. 



RESULTADOS 

Caracterização funcional da fração mitocondrial 	isolada  

de sementes e eixos embrionãrios quiescentes. 

Para a caracterização funcional de mitocõndri 

as de sementes e eixos embrionãrios quiescentes, foi rea 

lizado o estudo da capacidade funcional no que diz respei 

to a atividade oxidativa e fosforilante. 

Inicialmente foi feito o estudo da utilização 

de substratos oxidãveis do ciclo do ãcido tricarboxTlico 

e de outras rotas metabõlicas. A Tabela I mostra que 	a 

fração mitocondrial de sementes quiescentes e capaz 	de 

oxidar succinato, NADH ex6geno satisfatoriamente, somen-

te quando citocromo c ê adicionado ao meio da reação. To-

davia mesmo na presença de citocromo c, ela é incapaz de 

oxidar L-malato, citrato, piruvato, DL- f3-hidroxibutirato, 

L-glutamato e fumarato. Na presença de citocromo c foram 

registrados baixos valores de consumo de oxigénio 	para 

c-cetoglutarato e isocitrato (Tabela I), sendo que no ca 

so do isocitrato isso pode ser devido ã. falta de precisão 

na medida, não refletindo consequentemente, uma atividade 

oxidativa. Em mitocõndrias de sementes quiescentes , 	não 

foi determinada nenhuma atividade fosforilante, 	durante 

oxidação do succinato, com a adição de ADP na aúsencia e 

presença de citocromo c (Fig. 02 (A) e (B), respectivamen 

te). 0 aumento do consumo de oxigênio apés a adição 	de 

ADP, que seria indicativo do estado de acoplamento, 	não 

se verificou durante a oxidação do succinato (Fig. 02(B)). 

A figura 02 (A), mostra que a oligomicina, inibidor 	da 

respiração acoplada ã fosforilação, também não teve influ 

encia inibitõria da respiração em presença .de ADP. A mes-

ma figura mostra a inibição total da cadeia de transporte 

de elétrons pelo KCN, inibidor da citocromo-oxidase. 

31. 



32 

os traçados polarograficos da figura 03 mos- 

tram a 
atividade oxidativa de mìtocõndrias de eixos 	em- 

brionãrios de sementes quiescentes. 
Estas mitoc6ndrias

co 

mo as i5Oladas de 
sementes quiescentes oxidam 

fracamente  

os substratos  succinato e NADIA 
(Fig. 03 (A) e (B) respec-

tivamente), e são incapazes de oxidar o L-malato 
(Fig. 03 

(C)). A adição de ADP como uma tentativa de caracterizar 

uma atividade fosforilante não teve efeito sobre a veloci 

dade de oxidação dos substratos succinato, NADH e L-mala-

to (Fig. 03) sugerindo ausencia de atividade fosforilante 

ou fraca atividade fora dos limites mensurados. No estudo 

da capacidade oxidativa de mitocóndrias de eixos embriong 

rios de sementes quiescentes, foi testado o efeito do KCN 

inibidos da citocromo-oxidase. A figura 03 mostra que 	o 

KCN inibiu completamente a atividade oxidativa destas mi-

tocóndrias em presença de succinato, NADH e L-malato. 

A figura 04 mostra o efeito do citocromo c na 

oxidação dos substratos succinato, NADH e L-malato. 	Com 

succinato e NADH houve aumento no consumo de óxigênio após 

a adição de citocromo c, o qual não alterou a velocidade 

de oxidação do L-malato. Ainda na presença de citocromo c, 

a atividade respiratória do succinato, NADH e L-malato , 

não foi estimulada pelo ADP. 
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TABELA I - Consumo de oxigénio medido polarograficamente de 

mitocandrias de sementes quiescentes de 	yigna 

unguiculata cv. seridõ em presença de diferentes 

substratos e auséncia e presença 	de citocromo 

2,13 uM. A têcnica de isolamento e o meio fosfo-

rilante estio descritos em MATERIAL E MÉTODOS; A 

quantidade de proteTna mitocondrial foi de 2,5mg. 

0 consumo de oxigênio foi medido polarografica--= 

mente com eletrodo de Clark, a 26-°C, em Volume 

de 1,5m1; expresso em nanomolesde 02min-1 por1,5m1. 

Substrato 

Consumo 	de 	oxigénio 

-1 (nanomoles 	de 	02mi n 	por 	1,5m11 

-cit 	c +cit 

Succinato 	13mM 9,0 27,0 

NADH 	1mM 18,0 61,0 

L-malato 	33mM 0,0 

Citrato 	10mM 0,0 

Isocitrato 	20mM 4,0 

a -cetoglutarato 	13mM 9,0 

Piruvato 	13mM 0,0 

-hidroxibutirato 	23mM 0,0. 

L-glutamato 	20mM 0,0 

Fumarato 	66mM Q,0 
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FIGURA 02: Traçado polarogrãfico do consumo de 	oxigénio 
de mitocondrlas de sementes quiescente5 	de 

Vigna unguiculata cv. serido, em ausência e pre 
sença de citocromo c 2,13 uM, tendo succinato, 
13mM como substrato mostrando os efeitos 	do 
ADP 3,68 uM, oligomicina 3u g/ml, FCCP 6,6pM e 
KCN 3 pM na atividade oxidativa. A reação foi. 
desencadeada pela adição do substrato ao meio 
fosforilante contendo 1,8mg de prõtelna da fra 
ção mitocondrial, seguida por adições conforme 
indicações das setas, em volume final de 1,5m1. 
Os números ao longo dos traçados expressam 	o 
valor do consumo de oxigénio em nanomoles 	de 
02 min-1  por 1,5m1. As demais condições expert 
mentais estão descritas em MATERIAL E METODO-S-  
e na legenda da Tabela I, 
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FIGURA 03: Traçado polarogrãfico do consumo de oxigeniode 

mitoc6ndrias de eixos embrionãrios de sementes 

quiescentes de Vigna unguiculata cy, serido,em 

presença de: (A) succinato 16mM, LB).NADH .1mM 

e (C) L-malato, 33mM mostrando o efeito do ADP 
1861JM e KCN 2OpM na atividade oxidatiya,A quan 

tidade de proteTna mitocondrial foi de 1,6mg 

As demais condições experimentais estio descri 

tas em MATERIAL E MET0D0S e nas legendas da Tã 

bela I e Figura 02, 

I 
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FIGURA 04: Traçado polarográfico do consumo de 	oxigênio 

de mitocondrias de eixos embrionãrios de semen 

tes quiescentes de Vigna unguiculata cv.seridõ 

em presença de citocromo c 2,13_11M, em presen 

ça de (A) succinato 16mM, (B) NADH 1mM e 	(CJ 

L-malato 33mM, mostrando o efeito do ADP 18611M 

na atividade oxidativa. A quantidade de proteT 

na mitocondrial foi de 1,6mg. As demais condi- 

ções experimentais estão descritas em MATERIAL 

E MET0D0S e nas legendas da Tabela I e Figura 

02. 
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Absorção de ãgua pelas sementes  

A determinação da quantidade de ãgua absorvida 

pelas sementes foi feita com o objetivo de situar a ativi 

dade de mitocóndrias de eixos embrionãrios e cotilédones 

de sementés embebidas, dentro do quadro geral de germina-

ção de sementes. 

A figura 05 mostra que o peso fresco das semen-

tes aumentou durante as primeiras 24 horas de 'embebição ; 

estabilizou e apresentou um novo aumento a partir de 30 

horas de embebição. A emersão da radícula ocorreu após 30 

horas de embebição. 
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FIGURA 05: Curva de variação de peso fresco desementes de 
Vigna unguiculata cv. serido, submetidas a di-
ferentes tempos de embebição em agua. As condi 
ções de embebição estão descritas em MATERIAL 
E MÉTODOS. 
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Caracterização funcional de fração mitócQndrialisolada de 

eixos embrionãrios dé sementes embebidas  

Atividade oxidativa  

A figura 06 mostra a atividade oxidativa de mi-

tocõndrias de eixos embrionãrios de sementes embebidas , 

medida polarograficamente durante diversos períodos 	de 

tempo, em presença dos substratos: succinato, NADH e L-ma 

lato. A velocidade de oxidação destes substratos manteve- 

-se constante nas primeiras 60 horas de embebição,com va-

lores comparãveis aos da velocidade de oxidação em mito- 

cõndrias de eixos embrionârios de sementes quiescentes . 

A seguir, a velocidade de consumo de oxigênio aumentou sia 

nificativamente e atingiu um plateau com 64 horas de emb. e 

bição. 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 	atividade 

oxidativa de mitocdndrias de eixos embrionãrios de semen-

tes com 64 horas de embebição. Nestas mltocôndrias, a ati 

vidade respiratória devida à oxidação dos substratos LA 

succinato, (B) NADH e (C) L-malato, foi completamente 1ni: 

bida pelo KCN, como mostram os traçados polarogrãficos da 

figura 07. 

A atividade oxidativa em mitocõndrias de eixos 

embrionãrios de sementes embebidas na presença de citocro 

mo c (Fig. 08) aumentou consideravelmente nas 	primeiras 

48 horas de embebição, com NADH e succinato, decrescendo 

em seguida. Também na presença de citocromo c, o consumo 
de oxigênio foi mais alto com NADH do que com succinato 

Com L-malato. o consumo de oxigênio, na presença de cito-- 

cromo c Uig, 08), foi comparável ã atividade 	oxldat-Iva 

determinada na ausência de citocromo c (Fig. 061. 0 cito- 
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citocromo c portanto, não teve efeito estimulador do con-

sumo de oxigênio com L-malato. 

As figuras 09 e 10 mostram as curvas da diferen 

ça do consumo de oxigénio em presença e ausência de cito-

cromo c (respiração citocromo c dependente) tendo succi-

nato e NADH, respectivamente, como substratos oxidãveis . 

Observa-se que, enquanto a tendência do consumo de oxigé-

nio dependente de citocromo c em mitocôndrias de eixos em 

brionários decresce apõs 48 horas de embebição da semente, 

a tendência do consumo de oxigénio em ausência de citocro 

mo c aumenta apõs 60 horas de embebição para atingir 	um 

mãximo com 64 horas (Fig. 06). 

Atividade fosforilante  

Os efeitos do tempo de embebição e do citocromo 

c exõgeno nas relações de C.R. e ADP/0 são mostrados nas 

Tabelas II, III e IV, com os substratos succinato, NADH e 

L-malato, respectivamente. Verificou-se que mitocõndrias 

de eixos embrionários de sementes com até 60 horas de em-

bebição, oxidando succinato, NADH e L-malato, na presença 

ou não de citocromo c, não apresentaram fosforilação oxi-

dativa, como indicado pelas relações C.R. e ADP/O, Obser- 

vou-se ainda que, com os mesmos substratos, na 	auséncia 

e presença de citocromo c ex6geno, somente a partir de 64 

horas de embebição houve fosforilação oxidativa, com valo 

res das relações de C.R, e ADP/0 prõximos aos valores teõ 

ricos encontrados para aqueles substratos em mitocõndrias 

de tecido vegetal adulto, parecendo aumentar levementeccm 

o tempo de embebição. 

Os traçados polarogrãficos da figura 11 mostram 

que o efeito do desacoplador FCCP com os substratos 	(A) 
succinato, (B) NADH e (C) L-malato, na - presença de ADP , 
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em mitocôndrias preparadas,lde eixos embrionários de semen-

tes com 55 horas de embebição, ainda não se manifestou 

Contudo, em mitocõndrias de eixos embrionários de 	semen- 

tes com 64 horas de embebição (Fig. 12) na presença 	dos 

substratos (A) succinato, (B) NADH e (C) L-malato, começou 

a ser observada nítida capacidade fosforilante e estimulo 

na velocidade de consumo de oxigênio pelo FCCP. 

Para completar a caracterização da respiração 

mitocondrial acoplada, foi também testado o efeito da oli 

gomicina em mitocôndrias de eixos embrionários de semen-

tes com 64 horas de embebição (Fig. 13). Verificou-se que, 

apes a adição de oligomicina, não houve estimulo do consu-

mo de oxigénio pelo ADP durante a oxidação dos substratos 

(A) succinato, (B) NADH e (C) L-malato e como é de 	espe- 

rar o FCCP, ao promover um desacoplamento, conseguiu 	au- 

mentar a oxidação dos 3 substratos, apõs a adição da oligo 

micina. 
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FIGURA 06: Consumo de oxigênio de mitocõndrias de 	eixos 
embrionarios de sementes de V-gna ungguiculata 

cv. sendo submetidas a diferentes tempos 	de 
embebição em agua; na oxidação de (A) NADH 1mM, 
(B) succinato 16mM e' (C) L-malato 33mM, na au 
sencia de citocromo c. A quantidade de proteT-
na mitocondrial foi de 1,6mg. As demais condi-
ções experimentais estio descritas em MATERIAL 
E METODOS e nas legendas da Tabela I e Figura 
02. 
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FIGURA 07: Traçado plarogrãfico do consumo de 	oxigênio 
de mitocondrias - de eixos embriongrios de semen 
tes de Vigna unguiculata cy. sendo submetidas 
a 64 horas de embebição em agua .em-presença de 
(A) succinato 16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-mala- 
to 33mM, mostrando o efeito do KCN 20 pM, 	na 
atividade oxidativa. A quantidade de proteína 
mitocondrial foi 1,6mg, As demais condições -ex 
perimentais estão descritas em MATERIAL E METÕ 
DOS e nas legendas da Tabela I e Figura 02. — 
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FIGURA 08: Consumo de oxigênio de mitoc6ndrias de eixos 
embrionãrios de sementes de Vigria unguiculata 
cv. serid6 submetidas a diferentes tempos 	de 
embebição em agua; na oxidação de (A) NADH 1mM, 
(B) succinato 16mM e (C) L-malato 33mM, na pre 
sença_de citocromo c 2,13 pM. A quantidade de 
proteína mitocondrial foi de 1,6mg, As demais 
condições experimentais estão descritas em MA-
TERIAL E MET0D0S e nas legendas da'Tabela T e 

• Figura 02. 
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FIGURA 09: Respiração estimulada pelo citocromo c de mito 
candrias de eixos embrionarios dè sementes de 
Vigna unguiculata cv.'serido submetidas a dife 
rentes tempos de embebição em agua, tendo suc- 
cinato 16mM como substrato. 0s.yalores 	foram 
calculados pela diferença entre o cònsumo 	'de 
oxigênio em presença e ausencia de citocromoc, 
admitindo-se como 100% o valor do estTmul'o ma- 
ximo do consumo de oxigênio. A quantidade 	de 
proteína mitocondrial foi de 1,6mg. As demais 
condições experimentais estão descritas em MA-
TERIAL E MET0D0S e nas legendas da Tabela I e 
Figura 02. 
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FIGURA 10: Respiração estimulada pelo citocromo c de mito 
condrias de eixos embrionãrios de sementes de 
Vigna unguiculata cv. seridó, submetidas a di- 
ferentes tempos de embebição em agua, 	tendo 
NADH 1mM como substrato. Os valores foram cal-
culados pela diferença entre o consumo 'de oxi-
gênio em presença .e ausência de citocromo c,ad 
mitindo-se - como 100% o valor do estimulo maxi= 
mo do consumo de oxigênio. A quantidade de-pro 
terna mitocondrial foi de 1,6mg. As demais còn 
dições experimentais estão descritas em MATERT 
AL E METODOS e nas legendas da Tabela I e Figú 
ra 02. 
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TABELA II - Valores das relações controle 	respiratório 

(C.R.) e ADP/0 de mitocôndrias de eixos 	em- 

brionãrios de sementes de Vigna unguiculata 

cv. serid6 quiescentes e submetidas a diferen 

tes tempos de embebição; em ausência e presen 

ça de citocromo c 2,13 uM tendo o succinato,. 

16mM como substrato, com ADP 186 pM. A quanti 

dade de proteTna mitocondrial foi de 1,6mg.As 

demais condições experimentais estio descri- 

tas em MATERIAL E MÉTODOS e nas legendas 	da 

Tabela I e Figura 02. 

Tempo de 	Embebição 
(Horas) 

C.R. ADP/0 

-cit 	c +cit 	c -cit 	c tcit c 

0  - - - - 

24 - - -. - 

39 - - - - 

48 - - - - 

55 - - - - 

60 - - - - 

64 
. 

2,44 2,44 0,98 1,0E 
72 2,04 2,70 1,06 1,3:: 
88 2,38 2,97 1,52 1,6E 
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TABELA III - Valores das relações controle respiratõrio 

(C.R.) e ADP/0 de mitocandrias de 	eixos 

embrionários de sementes de 	Vigna 

unguiculata cv. serid6 quiescentes e subme-

tidas a diferentes tempos de embebição; em. 

auséncia e presença de citocromo c 2,13 0, 

tendo NADH 1mM como substrato, com ADP18601 

A quantidade de proteTna mitocondrial 	foi 

de 1,6mg. As demais condições experimentais 

estão descritas em MATERIAL E MÉTODOS e nas 

legendas da Tabela I e Figura 02. 

Tempo de 	Embebição 
(Horas) 

C.R, ADP/0 
-cit 	c +cit 	c -cit 	c +cit 	c- 

0 - - - - 

24 - - - - 

39 - - - - 

48 - - - - 

55 - - - - 

60 - - - - 

64 4,35 3,66 1,02 0,65 

72 5,08 3,75 1,02 1,08 

88 5,22 3,81 1,04 1,11 
! 
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J ores  das relaç es controle respTratQr1a e 

ADP/0 de mitocôndrias de eixos 	embrlonãrios 

de sementes de Vigna unguiculata cv. serid6 

quiescentes e submetidas a diferentes tempos 

de embebição; em ausência e presença de cito-

cromo c 2,13 uM tendo L-malato 33mM como subs 

trato, com ADP11186 M. A quantidade de protei 

na mitocondrial foi de 1,6mg. As demais condi 

ções experimentais estão descritas em MATERI-

AL E MËTODOS e nas legendas da Tabela I e Fi-

gura 02. 

Tempo de 	Embebição C. 	R. ADP/0 

(Horas) -cit 	c +cit 	c -cit 	c +cit 	c 

0; - 	- - - 

24 - 	- - - 

39 - 	- - - 

48 - 	- - - 

55 - 	- - 	.. - 

60 - 	- - - 

64 4,00 	3,90 2,15 2,22 

72 4,27 	5,36 2,04 2,01 

88 6,07 	5,92 2,15 2,35 
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FIGURA 11: Traçado polarogrãfico do consumo de oxigênio de 
mitocôndrias de 'eixos embrionãrios de sementes 
de Vigna -unguicuiata cv, seridó, submetidas 	a 
55 horas de embebição em ãgúa, em presença de: 
(A) súccinato 16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-malato 
33mM, mostrando o efeito do FCCP 0,2 11.1, 	com 
ADP 186,1M. A quantidade de proteína mitocondri 
al foi de 1,6mg. As demais condições experiment 
tais estão descritas em MATERIAL E MËT0D0S 	e 
nas legendas da Tabela I e Figura 02, 
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FIGURA 12: Traçado polarogrãfico do consumo de oxigênio de 
mitocondrias de eixos embrionãrios de sementes 
de Vigna unguiculata cv. seridó, submetidas 	a 
64 horas de embebição em agua, em presença de: 
(A) succinato 16mM, (B) NADH 1mM e (C1

''AA
L-malato 

33mM, mostrando o efeito d0 FGGP, O Z W`I 
	com 

ADP 186 DM. A quantidade de proteína mitocon—
drial•foi de 1,6mg. As demais condições esperi-
mentais estão descritas em MATERIAL E MËTODOS e 
nas legendas da Tabela I e Figura 02. 
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FIGURA 13: Traçado polarogrãfico de oxigénio de mitocendri 
as de eixos embrionãrios de sementes de Vignã 

unguiculata cv. sendo submetidas a 64 horas de 
embebição em agua, em presença de: (A) succina-
to 16mM, (8) NADH 1 mM e (C) L-malato 33mM, mos 
trando o efeito da oligomicina 3 pg/ml, e rever 
são da inibição por FCCP 0,2 TM, com ADP 186pM. 
A quantidade de proteTna mitocondrial 	foi de 
1,6mg. As demais condições experimentais estio 
descritas em MATERIAL E METODOS e nas legendas 
da Tabela I e Figura 02. 
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Espectros diferenciais da cadeia citocrõmica  
1 

A determinação dos espectros diferenciais, 	a 

77°K, permitiu a identificação de componentes da 	cadeia 

citocrõmica de mitocôndrias de eixos embrionãrios de semen 

tes quiescentes e de hipocõtilos de plãntulas colhidas apõs 

6 dias de semeadura tomados como controle. Na determinação 

dos espectros diferenciais, as frações mitocondriais foram 

incubadas com succinato, ascorbato e ditionita; com a fina 

lidade de por em evidência diferentes segmentos da cadeia 

citocrõmica, 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 16 mostram respectivamente, os 

espectros diferenciais de mitocõndrias de eixos embrionã-

rios de sementes quiescentes e de hipocõtilos de plãntulas 

colhidas após 6 dias de semeadura, incubadas com (A) ditio 

pita, (B) succinato e (C) ascorbato. Apas estudo dos refe-

ridos espectros, foram identificados componentes da cadeia 

citocrõmica de mitocõndrias de eixos embrionãrios quiescen 

tes (Tab. V) e de mitocõndrias de hipocõtilos (Tab. VI). 
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FIGURA 14: Espectros diferenciais da cadeia citocrõmica de 
mitocõndrias de eixos embrionãrios de sementes 
quiescentes de Vigna unguiculata cv. serido, de 
terminados a 77 °K. A quantidade de proteTna mi 
tocondrial foi de 4,25 mg. As reduções da 	ca- 
deia citocrõmica foram feitas com (A) grãos de 
ditionita, (B1 succinato 10mM e (C) 	ascorbato 
2mM. A oxidaçao foi feita com H202  1mM. Caminho 

optico de 3mm. As demais condiçoesexperimentais 
estão descritas em MATERIAL E METODOS. 
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TABELA V - Identificação dos picos de absorção dos espec- 
F 

tros diferenciais de mtocõndrias de eixos em- 

brionãrios de sementes quiescentes de 	Vigna 

unguiculata cv. serid6, determinados a 77°K. A 

quantidade de proteína mitocondrial foi de .... 

4,25mg. As demais condições experimentais estão 

descritas em MATERIAL E METODOS e na legenda da 

Figura 13. 

Citocromos 

Redutores 	da 	cadeia 	de 	transporta 
dores 	de 	elétrons 

Ditionita Succinato Ascorbato 

a.a3  598 598 599,6 

b 562 557 558 

557 553 

553 

534 

c+b 524 

c 509 509 

514 514 

c
1 
 +c 520 519 519 

549 549,7 

UFC
Caixa de texto
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FIGURA 15: Espectros diferenciais da cadeia citocrõmica de 
mitocondrias de hipocotilos deVigna.unguiculata 
cv. serido, determinados a 77°K. A 	quantidade 
de proteTna mitocondrial foi de 1,72mg. As redu 
çoes da cadeia citocrõmica foram feitas 	com 
(A) grãos de ditionita, (B)~succinato 10mM 	e 
(C) ascorbato 2mM. A oxidação foi feita 	com 
H202 1mM. Caminho óptico de 3mm. As demais con- 

diçoes experimentais estio descritas em MATERI 
AL E MET0D0S. 
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TABELA VI - Identificação dos picos de absorção dos espec-

tros diferenciais de mitocôndrias de hipocõti-

los de Vigna unguiculata cv. seridõ, determina 

dos a 77° K. A quantidade de proteTna mitocon--

drial foi de 1,72mg. As demais condiç5es expe-

rimentais estão descritas em MATERIAL E MÉTO-

DOS e na legenda da Figura 14. 

Citocromos 
Redutore 	da 	cadeia_de 	transporta- 

doress 	de 	eletrons 

Ditionita Succinato Ascorbato 

a.a3  598,6 599 599 

b 558 558 559 

554 554 

c+b 526 	, 527 528 

c1+c 518 519 519 

548 549 

551 
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Perfil enzimãtico da fração mitocondrial de sementes quies 

centes purificada após centrifugação em gradiente linear 

de densidade de sacarose. 

A purificação da preparação mitocondrial, 	após 

centrifugação em gradiente linear de densidade de sacarose, 

possibilitou a determinação detalhada do perfil enzima- tico 

de mitocóndrias 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 distribuições das ativida-

des das enzimas citocromo-oxidase, malato-desidrogenase e 

catalase, e do conteúdo de proteína, após centrifugação da 

preparação mitocondrial em gradiente linear de 	densidade 

de sacarose, em função de suas posições no referido gradi- 

ente. Analisando-se as distribuições das atividades 	das 

enzimas e do conteúdo de proteína, verificou-se coinciden-

cia na localização dos picos da citocromo-oxidase, malato-

desidrogenase e proteína, indicativas da presença da fra-

ção mitocondrial, na parte média do gradiente entre as fra 

ções 10 e 20. 0 pico da catalase, indicativo de microcor—

pos, localizou-se entre as frações de números 15 e 22. As-

sim, as mitocondrias isoladas de sementes quiescentes mos-

traram-se possuidoras das clãssicas enzimas marcadoras, on 

de não faltou o malato-desidrogenase, embora tenham 	sido 

pobremente funcionantes para o transporte de elétrons 	da 

cadeia respiratória em presença do L-malato. 
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FIGURA 16 Distribuição do conteúdo protéico,atividades ci 
tocromo-oxidasica, malato-desidrogenãsica e ca- 
talãsica, apus centrifugação em gradiente li-
near de densidade de sacarose (35-65%) da fra- 
ção mi tocondri al de 	sementes 	quiescentes 	de 
Vigna unguiculata cv. serido. As demais condi-
ções experimentais estão descritas em MATERIAL 
E MÉTODOS. —®—o— conteúdo protéico em mg/ml ; 
—V—, - atividade especifica da ci tocromo -oxi dase e x 
p,ressã em amoles de citocromo c oxidado por mi- 
nuto, por mg de proteTna; -x-x- atividade espe- 
cifica da malato-desidrogenase expressa 	em 
amoles de NADH oxidado por minuto, por mg depro 
terna; —'-- - atividade especifica da catal a- 
se, expressa em inclinação (slope) da curva de 
absorção a 240 nm, por minuto por mg de proteTna. 
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Caracterização funcional da fração mitocondrial isolada de 

cotilédones de sementes embebidas. 

A caracterização da atividade oxidativa em mito-

cõndrias preparadas de cotilêdones de sementes de feijão 

serido mostra que a oxidaç ao dos substratos succinato 

NADH e L-malato ë baixa em mitocõndrias de cotilédones de 

sementes quiescentes (Fig. 17); apresenta razoãvel aumento 

com 18 horas de embebição (Fig. 18), mantendo-se relativa-

mente constante até 38 horas de embebição (Figs. 19 e 21); 

e parece decrescer com 48 horas de embebição,(Fig. 22). 

Quanto ã atividade fosforilante, foi 	encontrado 

que somente mitocõndrias de cotilédones de sementes com 24 

horas de embebição foram capazes de realizar um l9ciclo de 

fosforilação do ADP acoplada ã respiração, durante a oxida 

ção do succinato, NADH e L-malato (Fig. 19). Surpreendente 

mente, os valores da relação ADP/0 em presença de succina-

to (Fig. 19 (A) e L-malato (Fig. 19 (C)), foram mais altos 

do que- os valores te6ricos esperados. Verificou-se 	ainda 

que ap6s uma nova adição de ADP, houve decréscimo da ativi 

dade oxidativa. Mitocôndrias de cotilédones de sementes. qui 

escentes (Fig. 17) e de cotilédones de sementes embebidas 

pelos períodos de 18, 38 e 48 horas mão apresentaram esti 

mulo da atividade oxidativa, apõs a adição de ADP (Figs.18 

21 e 22 respectivamente), como qualquer dos substratos tes 

tados. 

0 efeito do citocromo c sobre as atividades oxi-

dativa e fosforilante, foi testado em mitocõndrias de coti 

lédones de sementes com 24 horas de embebição. A figura 20 

mostra que o citocromo c estimulou o consumo de oxigênio , 

durante a oxidação do (A) succinato e (B) NADH, mas não te 

ve efeito sobre a respiração com (C) L-malato. No que tan-

ge ã fosforilação oxidativa, não foi registrada respiração 
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estimulada pelo ADP com (A) succinato e (B) NADH,parecendo 

que o efeito da estimulação da atividade oxidativa 	pelo 

ADP com estes substratos foi mascarada pelo estimulo provo 

cado pelo citocromo c. No entanto,o citocromo c não impe- 

diu o estimulo do consumo de oxigênio pelo ADP durante 	a 

oxidação do (C) L-malato. 
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FIGURA 17: Traçado polarogrãfico do consumo de oxigênio de 
mitocõndrias de cotilêdones de sementes quies-
centes de Vigna unguiculata cv. serido, em pre-
sença de (A) succinato 16mM, (B) NADH 1mM e (C) 
L-malato 33mM mostrando o efeito do ADP 186 pM. 
A quantidade de proteTna mitocondrial foi 	de 
1,6mg. As demais condiçdes experimentais estio 
descritas em MATERIAL E METODOS e nas legendas 
da Tabela I e Figura 02. 
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FIGURA 18: Traçado polarogrãfico do consumo de oxiçénio de 
mitocõndrias de cotilédones de sementes de Vigna 

unguiculata cv. serid6 submetidas a 18 horas de 
embebição em ãgua, em presença de (A) súccinato 
16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-malato 33mM,mostran-
do o efeito do ADP 186 uM. A quantidade de pro-
tei n a mi tocon dri al foi de 1,6 mg. As demais con 
dições experimentais estio descritas em MATERT 
AL E METODOS e nas legendas da Tabela I e Figu- 
ra 02. 
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FIGURA 19: Tragado polarogrãfico do consumo de oxigénio de 
mitocondrias de cotilédones de sementes 	de 
Vigna unguiculata cv. sendo submetidas a 	24 
horas de embebição em agua, em presença de. (A) 
succinato 16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-malato 33mM, 
mostrando o efeito do ADP 186 uM. A quantidade 
de proteína mi tocondri al foi de 1 ,6mg. As 	de- 
mais condiç6es experimentais estão descritas em 
MATERIAL E MÉTODOS e nas legendas da Tabela I e 
Figura 02. 
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FIGURA 20: Traçado oolarográfico do consumo de oxigênio na 
presença de citocromo c 2,13 uM, de mitocondrias 
de cotilédones de sementes de Vigna unguicuiata 
cv. seri dõ, submetidas a 24 horas de embebi ção 
em água, em presença de: (A) succinato 7 6m 
(B) NADH 1mM e (C) L-malato, mostrando o efeito 

do ADP 186 pM. A quantidade de proteína mitocon 

drial foi de 1 , 6mg. As demais condições expe ri 

mentais estão descritas em MATERIAL E MÉTODOS e 
nas legendas da Tabela I e Figura 02. 
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FIGURA 21: Traçado polarogrãfico do consumo de oxigénio de 
mitocondri as de coti 1edones de Vigna unguiculata 
cv. sendo submetidas a 38 horas de embebição em 
água, em presença de (A) succinato 16mM, 	(B) 
NADH 1mM e (C) L-malato 33mM, mostrando o efei-
to do ADP 18611M. A quantidade de proteína mito-
condrial foi de 1,6mg. As demais condições expe 
rimentais estão descritas em MATERIAL E MrTODOS 
e nas legendas da Tabela I e Figura 02. 
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FIGURA 22: Traçado pol arogrãfi co do consumo de oxigênio de 
mi tocõndri as de cotilédones de sementes de Vigna 

unguiculata cv. sendo submetidas .a 48 horas de 
embebição em agua, em presença de: (A) succina-
to 16mM, (B) NADH 1mM e (C) L-malato 33mM, mos- 
trando o efeito do ADP 1864M. A quantidade 	de 
protef na mi tocondri al foi de 1 ,6mg. As 	demais 
condições experimentais estão descritas em MA- 
TERIAL E ME.TODOS e nas legendas da Tabela I 	e 
Figura 02. 



DISCUS,* 

Os resultados apresentados mostraram que não hou 

ve diferença na atividade mitocondrial, quando se tratava 

de mitocõndrias de sementes quiescentes e de mitocõndrias 

de eixos embrionãrios destacados das mesmas sementes (Tab. 

I, Figs. 02, 03, 04). Estes dados confirmam resultados pre 

liminares (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-

tão no estado quiescente, contudo a baixa taxa respirató —

ri a foi inibida pelo KCN, indicando participação da ci to-

cromo-oxidase. 

Com o intuito de minimizar os efeitos dos 	danos 

mecãnicos no processo de isolamento mitocondrial, bem como 

de tentarmos surpreender mais precocemente a atividade mi-

tocondrial, oxidativa e fosforilante, estudos foram feitos 

com eixos embrionãrios, quiescentes ou embebidos de feijão 

se ri dõ . Foi verificada uma baixa atividade respi ratõ ri a que 

s6 aumentou ap6s 60 horas de embebi ção das sementes em ãgua, 

para atingir rapidamente o plateau com 64 horas de embebi -

ção (Fig. 06). Esta atividade foi também inibida pelo KCN 

(Fig. 07) . Mesmo assim, a atividade fosforilante da fração 

mitocondrial sõ foi evidenciada apõs 64 horas de embebidão 

(Tabelas II, III, IV e Figs. 11 e 12). Acreditamos que 	a 

atividade mitocondrial no estado quiescente e nos primei-

ros estãgios da germinação, funciona como um elemento regu 

lador do próprio processo germinativo, como foi antes suge 

rido por Wilson & Bonner (1971). Observamos na Figura 06 

que a variação da atividade respi ratõri a e a chegada a um 

mãximo de consumo de oxigênio, foi brusca. Esta 	variação 

r7gi da parece ser devida ãs dificuldades técnicas enfrenta 

das no isolamento da fração mitocondrial deste material ve 

89 
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aetal, tornando difícil o apuro nos resultados obtidos. Os 

dados apresentados fornecem apenas um arcabouço muito vas-

to onde os problemas físiolõgicos podem se delinear. 

A respiração de mi tocõndrias de sementes 	e,.. de 

eixos embrionários quiescentes, com succinato e NADH como 

substratos, igualmente foi estimulada por citocromo c (Tab. 

I, fig. 04) . Este fato foi encontrado também em mi tocõndrias 

isoladas de eixos embrionários de sementes submetidas a di 

ferentes tempos de embebição em água (Figs. 08, 09, 10).Os 

primeiros estudos que relataram uma ação estimuladora 	da 

atividade oxidativa de mitocõndrias de batata 	(Solanum 

tuberosum 'L. var. Norin I) por citocromo c foram feitos por 

Hackett et ai. (1960)). Contudo, em seu trabalho, a prepa-

ração mitocondrial não evidenciou controle respi ratóri o nem 

foi 	possf vel determinar os valores da relação ADP/O. Neste 

caso foi feita a suposição de que a preparação 	mitocon— 

drial vegetal sofrera danos decorrentes das 	dificuldades 

técnicas de isolamento. Nesta mesma linha de interpretação, 

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

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

ram uma série de modificaçóes e cuidados na técnica da pre 

paração mitocondrial e o efeito estimulador do citocromo ; c 

desapareceu. Esta influencia do citocromo c, tal qual foi 

descoberto por Hackett et ai. (1960) , continuada por Wiskich 

& Bonner (1963) e ainda mais recentemente invocada 	por 

Douce et aZ. (1972) como critério de verificação da integri 

dade mitocondrial é diferente do efeito do citocromo c es-

tudado por Wilson & Bonner (1971) em mi tocõndri as de eixos 

embri onãri os de amendoim. Este foi descri t0 COMO um efeito 

que aumenta a atividade oxidativa e fos fori l an te de 	mi to- 

cõndrias isoladas de eixos embrionários quiescentes e que 

desaparece ã medida que a semente avança no processo germi 

nativo. Foi constatado nestas mitocandrias de tecidos em- 
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embrionários uma deficiéncia de citocromo c, sendo ã mesma 

atri buf do um papel regulador do própr io processo de germi-

nação. Em decorréncia da defi ciéncia de ci tocromo c have- 

ria insuficiente taxa de oxidação, evitando-se a perda sem 

controle, de substratos da cadeia respiratória. Como 	se 

viu em eixos embrionãrios de feijão serid6, não houve con-

trole respiratório nos estãgios mais precoces da germina-

ção (Tabelas II, III e IV) . 

No caso de mitocõndrias de eixos embrionãriosde 

sementes quiescentes de feijão serid6, a hipótese de estar 

mos diante de efeito i dénti co ao preconizado por Wilson & 

Bonner (1 971) , foi examinada, sendo determinados-os 	espec 

tros da cadeia citocr6mica da preparação mitocondrial 	de 

eixo embrionãrio (Fig. 14, Tab. V). simultaneamente , foi 

determi nado o espectro da fração mitocondrial de hi pocóti -

los (Fig. 15, Tab. VI), como testemunha na verificação do 

conteúdo de citocromo c. Surpreendentemente, a concentra- 

ção de citocromo c em mitocõndrias de eixos de 	sementes 

quiescentes foi comparãvei ã de hipoc6tilos. Estãvamos pois 

diante de situação diferente da encontrada por 	Wilson & 

Bonner (1971). Efetivamente, demonstramos a presença 	de 

citocromo c na preparação mitocondrial de eixos embrioná- 

rios de sementes quiescentes (Fig. 14, Tab. V). Mas o fato 

é que o citocromo c apresentava-se inoperante, quando 	do 

funcionamento da cadeia respiratõria. 

Este efeito estimulador do citocromo c no fluxo 

de elétrons em mitocõndrias de tecidos considerados em pro 

cesso de desenvolvimento foi recentemente observado em mi-

tocõndrias de tecidos animais (B!arret et ai., 1976;Spencer 

& Horton, 1979) . Tal foi o caso observado em 	mitocõndrias 

de fígado de rato com 28 meses de idade (animais velhos) e 

com 5 a 10 meses de idade (animais jovens), por Spencer & 

Horton (1979). Em preparação oriundas de animais dos gru- 
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grupos velho e jovem, foi determinado o conteúdo de cito-

cromo c, que se revelou idéntico. Com  a readição de cito- 

cromo c verificou-se a restauração da atividade 	succino- 

-oxidãsica , que foi de^ 65% em animais velhos, sendo. 	100% 

em animais jovens. Foi sugerido então por Spencer & Horton 

(1979) uma modificação na fixação do citocromo c ã membra-

na mitocondrial interna, cujo grau variava com a idade dos 

animais e que a adição de citocromo c poderia provocar uma 

restauração da atividade respiratória por rearranjo na mem 

brana mitocondrial interna. Isto explicaria o aumento 	do 

fluxo de elétrons, mais acentuado em animais mais jovens e, 

por conseguinte, com maiores facilidades para um rearranjo 

provocado pelo citocromo c. Uma interpretação 	semelhante 

poderia ser atri buf da aos dados de ativação do fluxo de elé 

trons pelo citocromo c em mitocõndrias de tecidos germinan 

tes (jovens) a qual decresce com o tempo de germinação. 	0 

citocromo c nos estãgios iniciais da germinação poderia es 

tar em uma posição desfavorãvel na membrana mitocondrialin 

terna, como mecanismo regulador para impedir o funcionamen 

to da cadeia respiratória. Ao entrar em contato com a pre-

paração mitocondrial o citocromo c provocaria uma modifica 

ção na arquitetura molecular da membrana mitocondrial, en-

quanto o citocromo c ainda não ocupou o seu lugar definiti 

vo na mesma membrana, fazendo o citocromo c 15 situado fo- 

ra do sfti do devido, ocupar a posição mais favorãvel 	para 

o funcionamento da caceia respi ratõri a. Esta seria a expli 

cação para os dados de estimulo provocado pelo` citocromo c 

com mitocõndrias de feijão seridõ (Tab. I, Figs. 04, 08 , 

09, 10) . 

Embora tivéssemos encontrado aumento da ativida 

de oxidativa em presença de succinato e NADH (Tabela I 

Fi gs . 04, 08, 09, 10) provocado pelo citocromo c, os dados 

são insuficientes para uma apreciação mais acurada do efei 

to sobre a atividade fosfori l ante, tornada evidente 	ap6s- 

64 horas de embebição das sementes (Tabelas II, III).Quanto 
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ã discrepãnci a de resultados com os trabalhos de Wilson & 

Bonner (1971) que não encontraram citocromb c nas mitocõn-

drias de eixos embrionãrios de amendoim, além de terem usa 

.do outro tipo de Vegetal, 
a determinação que fizeram do es 

pectro da cadeia citocrõmica, foi feita apenas em presença 

de ditionita onde a resolução do pico de citocromo c 	foi 

deficiente. No caso de feijão seri dõ, a presença de cito-- 

cromo c s'õ foi revelada com boa resolução em presença 	de 

succinato e ascorbato (Fig. 14, Tab. V) . 

Além dos dados referentes ao citocromo c da ca-

deia citocramica de mitocõndrias de eixos embrionãrios qui 

escentes (Fig. 14, Tab. V) e de hipocõtilos (Fig. 15, Tab. 

VI), merece consideraçóes adicionais a classe de citocro-

mo b. Um pico de absorção em 534nm foi encontrado em mito-

cõndrias de eixos embrionãrios (Fig. 14, Tab. V), quando a 

preparação foi tratada com ditionita, não sendo encontrado 

na preparação de hipocõtilos (Fig. 15, Tab. VI). Isto suge 

re uma possTvel alteração na cadeia citocrõmica, também ao 

nf vel da classe b, do teci do vegetal jovem embrionãrio 	do 

feijão. 

As mitocõndrias de sementes (Tab. I) e de eixos 

embrionãrios, seja em estado quiescente (Fig. 03) seja nos 

primeiros tempos de embebição da semente ( Fig. 06) ,não oxi 

daram vãrios substratos. Chama especial atenção a não oxi-

dação do L-mal ato, mesmo em presença de citocromo c quando 

e sabido que ele é oxidado por mitocõndrias de tecidos ve-

getais, diferentemente das mitocõndrias de tecidos animais 

(Ikuma, 1972; Palmer, 1976). Por esta razão, tal fato 	foi 

melhor explorado em mitocõndrias de feijão serid6. As mito 

candrias isoladas de sementes quiescentes foram purifica-

das apõs centrifugação em gradiente de densidade de sacaro 

s e e apresentaram atividade mal ato-desi drogenãsi ca 	(Fig.  
16). A analise da distribuição das atividades enzimãticas, 

foi'. coerente com a fração mi tocon dri al , vez que houve 	con- 
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concordância de localização dos picos de proteína, malato-

-desidrogenase e de citocromo-oxidase, enzima marcadora da 

membrana mitocondrial interna. A incapacidade das mitoc6n-

drias de sementes quiescentes de oxidar mal ato, não parece 

portanto ser devida ã auséncia de malato-desidrogenase na 

fração mitocondrial. Denslow & Silva Lima (1977) encontra- 

ram uma atividade de 0,67 limoles de NADH/min em 	mi toc6n- 

drias isoladas de 5g de sementes quiescentes, sugerindo que 

este nf vel de mal ato-desi drogenase é suficiente para man-

ter, no mínimo, um baixo grau de oxidação do malato. Ainda 

por tais dados, foi sugerido que a oxidação do malato deve 

ria ser comparável ã do succinato. No entanto,mitoc6ndrias 

de sementes quiescentes oxidam lentamente o succinato 	e 

não oxidam malato. Nawa & Asahi (1971) separaram,ap6s cen-

trifugação em gradiente de densidade de sacarose de fração 

mitocondrial de cotilédones qúiescentes de sementes de er- 

vilha, 3 frações contendo citocromo-oxidase. Duas 	destas 

frações continham também malato-desidrogenase e_numa outra, 

a atividade malato-desidrogenãsica estava ausente. Em estu 

do comparativo da distribuição desta enzima juntamente com 

a presença de atividade citocromo-oxidãsica, estes autores 

encontraram que a maior parte da atividade malato-desidro- 

genãsi ca foi identificada com os picos correspondentes 	ã 

fração põs-mitocondrial. Eles sugerem que a estrutura da mi 

tocOndria de sementes quiescentes deve ser instável e 	a 

malato-desidrogenasc é liberada das mitocOndrias, mas não 

está operante. No caso de Vigna unguiculata a mal ato-desi-

drogenase está presente nas mitocandrias (Figura 16),e não 

é operante (Tabela I, Figs. 03, 06, 17). Possivelmente is-

to se deve a uma deslocalização da enzima que seria facili 

tada pela instabilidade do arranjo mitocondrial. Na hipõte 

se de Sato & Asahi (1975) , a mal ato-desidrogenase seria des 

tacada da membrana no processo de separação. Logo,seria de 

supor que esta enzima, conhecida por sua situação matricial 

na mitocOndria, teria um grau de fixação frouxo.Este seria 
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mais um dado junto aos obtidos com o citocromo c para 	se 

especular sobre o arranjo peculiar dos e'lementos da cadeia 

no curso da germinação. Consequentemente, is respírâtória,_  

to reforça o argumento da arrumação não definitiva das en- 

as 
 relacion

adas Com o transporte de elétrons nas mito- 

ta is 	primeiras fases da germi- 

conar)., 40 tecidos Vege
ta is nas  

n açao. 

Diante do tardio aparecimento da oxídaçij e
aco-

plada
.
a fosforilação ( Tabelas II , III , IV e Fig s. 	12) 

com todas as características encontradas no tecido adulto, 

quais sejam desacoplamento pelo FCCP (Fig. 12), e inibição 

do estado 3 pela ol i gorai cina reverti da pelo FCCP (Fi g.13) , 

procurou-se verificar as características do processo fisio 

lõgi co de germinação das . sementes de feijão se ri dõ, atra-

vés de uma curva de embebição de ãgua acompanhada das va-

riações ocasionadas no peso fresco das sementes (Fig. 05). 

A curva de embebição apresentou um padrão tri fãsi co de ab-

sorção de ãgua, conforme o proposto por Bewley & Black (1978), 

para as sementes _sob condições 6-Limas de germinação e o en 

contrãdo por Wilson &.Bonner (1971) em eixos 	embrion ários 
ge rmi n an tes de Arachis hipogaea. 

A participação ativa do metabolismo energético, 

a julgar pelos dados de mi tocõndrias de eixos embrionãrios 

de sementes embebidas, estava sendo tardio (64 horas) em 

relação ao padrão da curva de embebição das sementes. Com  
64 horas de embebição, a semente jã deveria ter passado por 

um período de atividade metabõlica maior, que não seria ex 
p1 i cado apenas, pelos dados forneci dos pelos estudos 	com 
mitocõndrias de eixos embrionãrios . 

Contudo, não se pode deixar de considerar que a 
cinética das fases de embebição difere entre sementes 	de 
Vigna unguiculata e eixos embri onãr. i os de Arachis hipogaea. 
Nas primeiras, 0 peso fresco aumentou em torno de 100% até 
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24 horas de embebição, permanecendo constante até 30 horas, 

quando houve emersão da radícula e subsequentemente come-

çou a crescer até atingir aproximadamente 250% do peso fres 

co da semente quiescente com 72 horas de embebição. Jã pa-

ra eixos embrionãrios de Arachis hipogaea, o aumento do pe 

so fresco,foi proximo de 200% nos primeiros 45 minutos de 

embebição, atingiu um plateau neste tempo e, por fim, cres 

ceu a partir de 16 horas de embebição alcançando 	valores 

superiores a 400% com 48 horas. A diferença na cinética de 

absorção de ãgua entre sementes de feijão serid6 (Fig. 04) 

e eixos embrionãrios de Arachis hipogaea (Wilson & Bonner, 

1971) pode ser atribui do ã presença do tegumento na semen-

te que limita o acesso de ãgua ã mesma (Meyer, 1977), como 

ã natureza dos constituintes das diferentes partes da se-

mente (Bewley & Black, 1978). Diferenças no padrão de ab-

sorção de ãgua pelas sementes, têm sido também encontradas 

em diferentes variedades de uma mesma espécie de 	vegetal 

(Sefa-Ded & Stanley, 1979). 

Passou-se então a estudar atividade metabólica 

de cotilédones de feijão serid6 (Figs. 17, 18, 19, 20, 21 

e 22). Verificamos que com 24 horas de embebição foi possf 

vel encontrar fosforilação de ADP acoplada ao 	transporte 

de elétrons com succinato, NADH e L-malato como substratos 

(Fig. 19). As condiç6es de fosforilação não melhoraram com 

a presença de citocromo c (Fig. 20). Curiosamente, somente 

com 24 horas de embebição, foi possfvel evidenciar o aco-

plamento da oxidação ã fosforilação (Fig. 17, 18, 19, 21 e 

22). Possivelmente, isto decorre de uma dificuldade de or- 

dem técnica, comum neste tipo de preparação, como jã 	foi 

por nós mencionado e vem sendo por outros, que 	trabalham 

em assuntos co rrel atos (Wilson & 'Bonner, 1971) . 

0 que os resultados apresentados permite suge-

rir é que, nos primeiros tempos de germinação de feijão se 

rido, a energia metabólica de origem mitocondrial, parece 
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ser oriunda dos cotilédones e s6 mais tarde parece 	haver 

parti ci pação ativa da fração mi tocondri'ai do eixo_ embrioná 

rio. Não se tem condiçoes de excluir a participação de ener 

gia, oriunda de outras vias metabõlicas e do poder redutor 

gerado por atividade metabõli ca anterior ao processo de aco 

plamento da fosforilação. 



CONCLUSÕES 

1) Mitocõndrias de sementes e eixos embrionários 

quiescentes de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv. serid6 apre 

sentam fraca atividade oxidativa, aparentemente por inope 

rãnci a de certos componentes do sistema de transporte 	de 

elétrons como citocromo c e malato-desidrogenase; 

2) A fraca atividade oxidati va de sementes e ei 

xos quiescentes pode ser invocada como um mecanismo de con 

trole da germinação; 

3) A fosforilaçdo oxidativa acoplada ao trans-

porte de elétrons é de aparecimento tardio nos eixos embrio 

n -a- rios e mais precoce nos cotilédones, no curso da germina 

ção. Isto leva a crer que o metabolismo energético aer6bi-

co nos primeiros estágios da germinação é oriundo do coti -

lédone, sendo o eixo embrionário resguardado para um perio 

do de ati vi dade metabólica posterior; 

4) Não está excluída dos estágios iniciais 	da 

germinação a energia oriunda da atividade mi to con dri al pe-

la produção de poder redutor, nem a contribuição de outras 

vias, mesmo anaerõbicas. 
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PUBLICAÇOES 

ATIVIDADES OXIDATIVA E FOSFORILANTE OE MITOCJNDRIAS DE Vigna sinensis (L.) 
•Savi, cv. seridó NO CURSO OA•GERMINAÇAD. T. Pereira 'de 'Jesus o'M.' Silva Lima (Departa-
mento de Bioquímica e Biologia Moleculár 4  Universidade Federal do Ceará). 

0 estudo de mitocóndrias de sementes quiescentes jn.mostrou um funcionamento de- 
ficiente da cadeia de trartéportedores de elãtrone e de fosforilaçgo oxidativa associa-
da. 0 presente trabalho caracterize as atividades respiratória. e fosforilante do mito-
cõndries de eixos erobrionérios .com  diferentes tempos de embebiçso.'As mitocóndrias fo-
ram isoladas de sementes germinadas em papel amido, na obscuridade e o consumo do Oz  
determinado polarograficamente. Com  48he de embebiçéo, as mitocóndrias jë apresentarom 
consumo de 0 em presença de malato e consumo de 02  em presença de succinato mnis . ele-
vado do que ae mitocóndrias de eixos de sementes quiescentes. Igualmente, specis a res 
piraç o com succinato mostrou-se dependente de citocromo c. Tsmbem nio houve fosForilr: 
çno de ADP aco¡lado á respiração. Com  72hs de embebiçóo, houve aumento dn consumo 	de 
02  com os mesmos substratos, conservando dada dependgncie de citocromo c, da respira-
çao em presença de succinato. Contudo, jé houve relação ADP:O e C.R. (controle respira 
tório) com valores mais baixos do que os de to' os adultos. Com  06hs os resultados fo  
ram idênticos soe de mitucóndrias de tecidos 1' ltas, com respiração em presença 	de 
succinato independente de citocromo c, e vsleros da relação ADP:O e C.R. prnximns aos 
,teóricos. Uma 'determineçâo do espectro do citocromos da cadeia de transportadores de e 

létrons, mostrou presença de citocromo c em concentraçó,e;s comparáveis ás de mitocóndri 
as normalmente funcionentes de hipocot.il,os de_feijáo. Os resultados apresentados colo-

cam-nos dian,to''da seguinte alternativas 1- as mitocóndrias ao longo de gerrnínaçáo pas- 
sariam de éstegio supostamente imaturo pare estágio maduro com resrranjo da 	membrane 
internes 2-'mitocóndrias novas plenamente funcionantes seriam formadas no correr 	da 

Pq o FINEPE). 
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ATIVIDADE MITOCONDRIAL NO CURSO DA GERMINAÇ1O DE SEMENTES DE Vigna ainensis (L.) Sava 

cv. seridó. 

Terezinha Pereira de Jesus e Maria da Guia Silva Lima. Dept9  de Bioquímica e Biologia 

Molecular. Universidade Federal do Cearã. Caixa Postal, 1065. 60.000, Fortaleza-Ce arg. 

Mitocóndrias de vegetais t©m sido responsabilizadas pelo controle do processo de 

germinação, seja por incapacidade de realizarem fosforilaçgo oxidativa, seja ,por apre- 

sentarem uma cadeia de transportadores de eletrons defibiente em sua composiçáo. 0 

presente trabalho é urn estudo da atividade oxidativa e fosforilante de mitocôndrias i- 

soladas de sementes de feijão seridó, no curso da germinação. Em sementes e eixos qui-

escentes ha fraca atividade oxidativa, medida polarograficamente em presença de succi-

nato e NADH que aumenta com a adição de citocromo c. 0 maa.ato praticamente náo e oxi-

dado, mesmo com a adição de citocromo c. Ngo ha atividade fosfgrilante em presença dos 

3 citados substratos. Mitocóndrias de sementes quiescentes purificadas em gradiente de 

sacarose, apresentaram atividade. malatodesidrogenásica.e a anãlise espectral,da cadeia 

citooreimica revelou a presença de citocromo c comparável á de mitocóndrias de hipocó- 

tilo. Com  24 horas de embebiçoo da sement€, as mitocóndrias de cotilédones mostraram 

atividade oxidativa e atividade fosforilante, não mais'detectada com o aumento do tem-

po de embehiçgo. As mitocónd.rias °de eixos embebidos com até 6.0 horas não apresentaram 

atividade fosforilante embora aumentasse, a atividade oxidativa. Após este período 

que começou o aparecimento da atividade fosforilante em mitocóndrias de eixo.'Os re-

sultados sugerem uma participação mitocondrial diferente no cotilédone e no eixo,•bem 

COMO uma organizaçáo dos transportadores da cadeia respiratória que se modifica no 

curso da germinação. 
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