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1.0 - INTRODUCAO

A pesquisa sobre o sistema de transporte de
electrons em mitocdndrias vegetais e relativamente recente.

Durante a década de 1950 a 1959, destaca-se o0
trabalho de SCHNEIDER (44), o qual fez uma ampla descrigcao do
metabolismo mitocondrial animal e discute critérios para avalia
¢ao da integridade funcional das mitocdndrias. A esta década
pertence, também, o trabalho de GREEN (22), o qual cobre exten-
sa gama de aspectos do sistema de transporte de electrons.

HILL e HARTREE (24) em 1953, verificaram que sao
baixas as concentragoes dos componentes da cadeia respiratSria
de mitocdndrias vegetais, relativamente aos valores conhecidos
para as mitocéndrias de tecidos hepatico e cardiaco.

O periodo de 1960 a 1969 & bem mais rico em pes
quisa sobre mitocdndrias de origem vegetal. Assim em 1963 ,CHER-
RY (16), trabalhando com amendoim, estudou as modificagdes so-

fridas pelas mitocdndrias durante a germinagao.

Em 1966, BREIDENBACH, CASTELFRANCO e PETERSON
(10 , publicaram um trabalho sobre biogénese de mitocOndrias e
em 1968 SARKISSIAN e SRIVASTAVA (42), propuseram um método para

isolamento de mitocdndrias de plantulas de trigo.

O trabalho de BONNER e V0SS (7), em 1961, com
couve-flor e batata doce demonstrou a vantagem da atilizagao
de tecidos aclorofilados'para o isolamento de mitocdndrias fir-

memente acopladas.

E variavel a natureza do material utilizado pe-
los autores de modo geral. WILSON e BONNER (4§),estudaram a ve-
locidade de consumo de oxigénio de suspensOes mitccondriais pre
paradas a partir de embrido de amendoim, enquanto que, NAWA ¢ A
SAHI (38) o fizeram em sementes de ervilha, tendo sido constata
da tanto pelos primeiros como pelos Ultimos autores, um aumento

de atividade respiratdria durante a germinagao.
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0 uso de plantulas & bem mais generalizado do que
o de outros tecidos de origem vegetal. O hipocdtilo tem sido o
matérial basico para o estudo da cadeia respiratdria em vege-
tais, como o atestam os trabalhos de AKASAWA e BEEVERS (2) em
1957, EARNSHAW e TRUELOVE (18) em 1968, MALHOTRA e SPENCER [(34)
em 1970, NAWA e ASAHT (38) em 1971 e mais recentemente SATO e
ASAHT (43) em 1975 e BOWMAN, IKUMA e STEIN (9) em 1976.

CHERRY (16) -em 1963, demonstrou que ha modifi-
cagoes estruturais em mitocdndrias de amendoim 3 medida que as
sementes germinavam, Segundo este autor, a estrutura interna mi
tocondrial evolue e se aperfeicoa durante a germinagao. Este fa
to foi confirmado por NAWA e ASAHI (38) em 1971, observando um
aumento da velocidade de consumo de oxigénio das suspensoes mi-
tocdndrias de plantulas de ervilha, relativamente &s suspen -

soes mitocondriais de sementes.

BILS et af (4)em 1963 estudaram as atividades -
metabdlicas de cotilédones de pldntula de soja enquanto que ABU-
SHAKRA et af (1) em 1967 utilizaram o eixo da plantula (epicoti-
lo, hipocdtilo e raiz), removendo apenas os cotilédones. As rela
¢oes ADP:0 das suspensoes mitocondriais de'plantulas originadas
de sementes estocadas hS trés anos, foram de 40 a 70% menores

do que as relativas a sementes colhidas no ano.

BREIDENBACH, CASTELFRANCO e PETERSON (7),demons
traram que a atividade enzimatica e bastante baixa em sementes

de amendoim, aumentando ao longo da germinagao.

Neste trakalho sao estudados os citocromos, as
velocidades de consumo de oxigénio e a fosforilacao oxidativa da
fraqio mitocondrial de soja (Glycine max (L.) Merril, var. Sta.
Rosa) isolada a partir de embrides sem germinagao e de hipocdti

los de plantulas com dois e cinco diac de germinacgao.
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2.0 - MATERIAL-E METODOS

2.1.0 - Material

O presente trabalho abrange o estudo de -mitocon-
drias isoladas da sta (Glycine max (L.) Merrill var. Sta. Ro-
sa), h&o somente & partir de sementes, ou mais especificamente
de seus embrides, mas também, de hipocdtilos de plantulas de do

is e de cinco dias de germinagao.’

- Todas as sementes utilizadas pertenceram a safra
de 1976, ano ao longo do qual, foram feitas as analises. Em vir
tude de seu Stimo estado de conservagio, nio sofreram tratamen-
to com fungicida algum. Foram produzidas pldntulas saudiveis ‘com
insignificante grau de contaminagao. Uma cuidadosa selegao das
mesmas para o isolamento de mitocdndrias, -eliminou os podcos e-

xemplares contaminados.

As sementes pesaram em média 0,15 g, com 12% de u
midade e apresentaram um poder de germinagdao da ordem de 90 %.
Fdfam. gentilmente cedidas pela Segao de Sementes do Instituto
de Biologia e Pesquisas Tecnoldgicas do Parana - I.B.P.T..

As siglas utilizadas correspondem  aos seguintes

produtos:

ADP -vsldifosfato de adenosina = (sigma)

BSA - Soro-albumina bovina - (sigma)

EDTA - Acido etileno diaminotetracético - (sigma)

HEPES - Acido N-2- hidroxietilpiperazina N'-2-etano sulfdnico - (sigma)
NADH - Nicotinémida adenina dinuclectideo, forma reduzida - (sigma)
P.A. - "Pro-analisi" ou quimicamente puro (a).

2.2.0 - Isolamento das mitocondrias

O método utilizado foi baseado nos trabalhos de
BONNER e V0SS (7), BONNER (6) e IKUMA (25), com modificagoes.

As sementes foram lavadas e enmbebidas com agua des

tilada a fim do facilitar a extragdo dos eubrides. Esta extra-
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¢ao dos embridces. Esta extracgao & demorada, exigindo para 600 g
de sementes, de 5 a 6 horas.

Exaustivamente foi experimentada a técnica de tri
turar as sementes inteiras mas os resultados obtidos nao foram

de modo algum satisfatOrios.

Triturar a semente inteira conduz & inclusao de
um conjunto de reservas e mesmo tecidos que ndao desempenharao

papel_signifiéativo no processo do desenvolvimento (48).

Este procedimento metodoldgico esta justificado pe-
lo fato de que no embridao estdao localizados os tecidos organiza
dos, destinados 3 dar origem, através de seu desenvolvimento e

complexas diferenciagSes, aos diversos orgaos da planta.

Para a obtengao das plantulas, as sementes foram
germiﬁadas d temperatura de 289C (28), com umidade relativa de
50% (6) e em auséncia de luz (28). Foram obtidas plantulas com
idade de 2 e 5 dias. A inclusido do periodo de germinagao de 2
dias é justificado pela finalidade de obtencao de maior numero
de dados e informagdes intermedidrias entre o embrido e os hipo
cotilos de 5 dias, permitindo melhor apreciacgao de seu desenvol
vimento. Este.desenvolvimento esta espélhado nos resultados das
tabelas I & III e graficos da Figura II & IV, e serd objeto de

discussao no capitulo 4.0.

A maioria dos autores trabalham, embora com ou -
tros vegetais, com hipocotilos de 5 & 7 dias (20, 26, 27, 28 ,
35). o | |

A trituragao foi feita manualmente em gral de pog'
celana, mantido em cuba de gélo (41), em mistura com solugao
de extragdo. A relacgdo entre o volume de tecido para o de meio,
foi mantida em torno de 1:2 (26). Esta fase & critica, eis
que est3d sempre presente o perigo de dano a integridade da mem
brana mitocondrial, resultando baixa capacidade de fosforilacao
da suspensao a ser obtida e conduzindo cénsequentemente, a rela
¢oes ADP:0 muito baixas. Néste trabalho foi constatado que mace
racao intensa permite a obtencgao de um “pellet" mitocondrial cecm

maior massa, mas com baixas relagoes ADP:0. Uma trituragao cuida
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dosa e delicada, conduz a menor rendimento de proteina mitocon-
drial, mas com melhores relagoes ADP:0.

A importancia desta fase do trabalho esta espelha
da nas recomendagdes de IKUMA (25) o qual, entre outras, preconi
za triturar perfazendo apenas 15 passagens giratdrias - "girato-

ry strokes" - com o pild3o, para cada porcio de hipocdtilos.

A solugao de extracao utilizada, teve a seguinte
composigao: manitol 0,5 M, HEPES 20 mM, EDTA 1,0 mM, BSA 0,01% e
cisteina 0,01%. O pH foi ajustadd com solugao 5 M de KOH para
7,2 - 7,3 . Tanto a preparagéobda solugcdo como a corregao do

pH foram sempre realizadas na ocasiao da utilizagao.

Apds triturado, o material foi entao, filtrado em
6 camadas de gaze e apds sofreu nova filtragao. Antes da centri-
fugagao o pH foi novamente ajustado para 7,2 - 7,3. Todas as opg
racoes, desde as preparagoes iniciais até ao presente momento,fo
ram realizadas em banho de gélo a fim de que a temperatura fosse

mantida sempre entre 09C e 4<C.

A centrifugagao diferencial foi realizada em cen-
trifuga refrigerada, Sorvall RC-2B, em temperatura entre 09C e
49C. Foram testados muito esquemas de centrifugagdo, a —maioria
com resultados pouco satisfatdrios. Na figura I esta representa-

do o resumo da técnica de fracionamento por centrifugagao utili-

zada.

2.3.0 - Polarografia

As determinagoes do consumo de oxigénio foram rea
lizados com eletrodo de oxigénio, modelo fabricado pela firma

"RANK-BROTHERS" (Cambridge - Inglaterra), 4 temperatura constante,
de 25¢C.

A solugao de reagao foi preparada segundo BONNER
(6) e IKUMA (25), e teve a seguinte composigao: manitol 0,5M KCl
10 mM, Mgcl2 S5mM, e tampdao fosfato 10 m¥ ccm pH ajustado para
7,2 - 7,3. 0 volume final do meio de reacao na cubeta do eletro-

do foi de 2,8 ml. O meio acima difcre, rclativamente ao dos auto
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res citados, pela modificagdo da concentragao de manitol de 0,3 M

para 0,5 M.
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FILTRADO

1.400 G x 10 min.

PRECIPITADO
(descartado)

l

SOBRENADANTE
18.000 G x 15 min.

SOBRENADANTE
(descartado)

PRECIPITADO RESSUSPENDIDO
250 G x 10 min.

l

PRECIPITADO
(descartado)

SOBRENADANTE
17.300 G x 15 min.

SOBRENADANTE
(descartado)

PRECIPITADO RESSUSPENDIDO
17.3006 G x 15 min.

SOBRENADANTE
(descartédo)

PRECIPITADO RESSUSPENDIDO
em 1,5 ml de meio,

Figura I - Técnica utilizada de fracionamento por centrifugagao.
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A relagao ADP:0 foi expressa como a razao entre
o nimero de micromoles de ADP adicionados gao meio de reagao e o
numero de microatomogramas de oxigénio consumidos durante o esta-
do metabdlico ativado 3 (19). Segundo CHANCE et -al. (14), a quan -
tidade de oxigénio consumido & proporcional & concentragao de
 ADP presente na suspensao. Este fato implica. em que, a duragao
da ativacido da respiragio mitocondrial, se relacione com a maior

ou menor quantidade de ADP que foi fosforilado a ATP.

O coeficiente respiratdrio  foi calculado como a
razao entre a velocidade de consumo de oxigénio relativa ao esta-
do metabdolico ativado, nimero 3, em presenca de ADP e a-velocida-
de de consumo de oxigénio relativa ao estado metabdlico 4, apds

o consumo de ADP (15)
Tanto a relagao ADP:0 como o coeficiente respira-
tdrio, s3ao. importantes pardmetros na avaliagao da integrida-

de funcional mitocondrial.

Para o teste "t" foi empregada a formula

X, - X.
te= - .
2 -2
NiSi + stj 1 , 1
—_—  —
Ni + Nj - 2 Ni Nj‘

devido a que o numero de amostras foi inferior a 30.
2.4.0 - DPeternminagao de proteina
As concentraq6es de proteina, expressas em mg/
ml foram determinadas pelo métcdo de LOWRY et al.. ., usando
‘albumina bovina como padrao (32). ~As leituras foram feitas com
espectrofotdmetro AUS-JENA.

2.5.0 - Espectrofotcmetria Diferencial

Os espectros diferenciaisg foram obtidos por meio



Material ¢ Metodos -10-

de Espectrofotdmetro Registrador Diferencial, "split-beam" segun
do modelo descrito por CIHANCE (13). Foi utilizada uma suspensao
mitocondrial, com 20 mg/ml de proteina e passo de luz de 1 cm,
contra uma aliquota da mesma, reduzida com ditionito de sodio
(46) . Antes de serem analisadas no espectrofotdmetro as.suspeh -
sOoes foram testadas em eletrodo de oxigénio para verificacao de

sua integridade funcional.

As proporgoes foram calculadas relativamente a

concentragao de citocromo a, a qual foi tomada como valor 1.
2.6.0 - Microscopia eletrodnica

Depois de ensaiada no eletrodo de oxigénio, a
suspensao mitocondrial foi colocada em solugao de glutaraldeido
a 4% e tampdo cacodilato 0,15 M durante 2 horas. Apds fixac3o foi
feita em solugdo de tetrdxido de Ssmio a 2% e tampgo cacodilato
0,30 M com cloreto de sddio a 0,2% por 15 min. e entdo 'colocada
em acetato de uranila a 2%, assim passando a noite. Apds sucessi
vas desidratagdes com solugdes de concentragdes progressivas e
crescentes de alcool etilico absoluto, e posteriormente em ace -
tona pura P.A. ApOs o ﬁaterial foi fixado em resina Polylite e
os cortes foram realizados em ultra-micrdtomo Porter-Blum-MT2-B.
Os cortes foram observados e micrografados em microscopio eletrd
nico Philips EM~300; do Centro de Microscopia Eletrdnica locali-
zado ro Centro Politécnico, da Universidade Federal do Parana.

Com vistas a detectar uma eventual influéncia
da osmolaridade da solugao fixadora sobre o material em estudo
foram preparadas e experimentadas solugoes com osmolaridades que
variaram entre 10% a meno< e 10% a mais relativamente a solugao
base de 350 OsM. As variagoes em osmolaridade nao influiram na

qualidade das micrografias.
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3.0 - RESULTADOS
3.1.0 - Polarografia

A tabela I apresenta as médias das velocidades de
consumo de oxigénio, coeficiente de controle »respiratér_io e rela
goes ADP:0 para os diversos substratos em diferentes tempos de

germinagao.

A analise estatistica esta apresentada nas tabelas
II e III. Na primeira estao relacionadas os substratos,b o tenipo
de germinagéo e as relagdes ADP:0, enguanto na segu‘nda, estdo os
valores encontrados para o "t" de STUDENT. A analise foi feita

com significdncia de 1% e 5%.

TABELA I

‘Médias de Velocidades Respiratdorias, Coeficientes de Controle Res-
piratdrio e Relagdes ADP:0, de Suspensdes Mitocdndriais de Embri

30 e Hipocétilos de Soja com Diversos Tempos de Germinagao.

! .Tempo S . | : . N9
Substrato (dias) Respiragao uMQz/seg/mg P C.R.. ADP:0 exp.

A Apds

s/ADP c/ADP cons.

ADP.
Succinato o 0,05 0,15 0,06 2,50 1,16 6
now 2 ‘0,14 0,32 0,16 2,00 1,33 8
B 5 0,16 0,29 0,14 2,10 1,87 12
Alfa-ceto-glut. 0 0,05 0,11 0,05 2,20 1,76 6
oo 2 o,10 0,13 0,08 1,62 2,16 6
"o 5 0,09 0,16 0,09 1,78 2,88 7
Malato o. o,1 0,19 0,12 1,58 1,41 210
"o 2 0,08 0,18 0,11 1,63 1,70 6
"oon 5 | 6

0,09 0,19 0,08 2,37 2,65

_ﬁmz/seg/mg proteina: unidades de velocidades de consumo de oxigénio medida
em micramles de oxigénio por litro, por segundo e
por miligrama de proteina.

C.R.: coeficiente de controle respiratdrio.

s/ADP: o estado 4 ou "idle".

c/ADP: o estado 3 ou ativado .

ApOs cons. ADP: o estado apds consumo do ADP adicionado.
Concentracao de ADP = 180 pM,  concentragao de substrato = 18 mM
Volume final = 2,8 ml.
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Dados Estatisticos da Relagao ADP:0 Relacionados com o Tempo de

Germinagao e Substratos Usados.

: Tempo
Substrato (dias) s Sy Amplitude
Succinato 0 1,16 0,32 0,31 1,00 - 1,56
mow 2 1,33 0,30 0,11 1,04 - 1,80
non 5 1,82 0,36 0,10 1,15 - 2,17
Alfa-ceto—glut. 0 1,76 0;46 0,19 1,35.- 2,40
LR 2 2,16 0,12 0,05 2,00 - 2,35
"o 5 2,88 0,19 0,07 2,60 - 2,89
Malato 0 1,41 0,22 0,07 1,20 -1,74
nom 2 1,70 0,14 0,07 1,44 - 1,87
wom 5 2,65 0,59 0,24 1,92 - 3,32
X: média aritmética simples;
s: desvio padrao;

X

s_: erro padrao da média;

Amplitude: valores maximos e minimos encontrados.

Na Tabela III estao relacionados

os valores "t"

encontrados com os diversos periodos de germinagdo, para cada um

dos substratos utilizados.

TABELA III

Valores do "t" de STUDENT, Para os Diversos Substratos e Periodos

de Germinagao, das RelagSes da ADP:O.

Substrato 0 X t2 to X t2 X t5
Succinato - 0,89 " = 3,34%* - 3,02*% %
Alfa-ceto-glutarato -1,71 - 5,43*x —'6,71**
‘Malato - 0,93 - 6,60%%* - 3,52%%

tyr ty e tg periodos de germinagao em dias; .

*  yvalor para o "t" significativo a nivel de 5%,
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Nos graficos das figuras II,III e IV esta espelha-
do o compoftamento das_suspensaes mitocondriais com succinéto,ai
fa-ceto-glutarato e malato respectivamente. - Para cada substrato
foram testados as suspensdec mitocondriais de embrido, hipocdti-
lo de 2 dias e hipocotilo de 5 dias.
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Figura II
Registro polarografico da suspensao mitocondrial de soja.
Velocidade de consumo de oxigénio expressa em 'uMOZ/seg/mg de

proteina para succinato. 18 mM.

hipocotilo de 5 dias.
—— — hipocdtilo de 2 dias.

- e«e—.— embriao.

Volume final na cuﬁeta: 2,8 ml.
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Figura III - Registro polarografico -da suspensao mitocondrial de soja.

Velocidade de Consumo de ox1gen10 expressa em uMOz/seg/mg de protelna

para alfa-ceto- glutarato. 18 mM.

hipocotilo de 5 dias.
‘e = =~ — hipocotilo de 2 dias.
h..;._.; embriao.

Volume final na cubeta: 2,8 ml.
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Figura IV - Registro polarogréficb da suspensao mitocondrial de soja.

Velocidade de consumo de oxigénib_expressa em uMOZ/seg/mg de proteina
para malato. 18 mM.

hipocotilo de 5 dias.
—— —— hipocétilo de 2 dias.

..... embriao.

Volume final na cubeta: 2,8 ml.
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3.2.0 —iEspectrofotometria

Os calculos das concentragoes dos citocromos foram
feitos com base nos coeficientes de extingao molar segundo CHANCE
(17). Nas tabelas IV e V estao apreséntados os valores encontrados
para o A D.O., concentragdo dos citocromos e as suas proporgoes.

TABELA IV

Concentragdo de Citocromos em Mitocdndrias de Hipocdtilo de Soja

com 2 Dias de Germinagao.

Citocromo A D.O. Epsilon Concentragao Propor¢ao
v - v
a 0,012 14 - . 0,85 0,042 1,00
b 0,Ql7 20 0,85 0,042 1,00
c 0,021 20 1,10 - 0,055 1,30
ag 0,035 91 0,38 0,019 0,45
1 -1

Epsilon: em unidades: cm ~. mM .

Concentragao x em unidades: uM.

Concentragao y em unidades: lo-smoles/g de prot.
Passo de luz: 1 cm,

TABELA V

Concentracgao de Citocromos em Mitocdndrias de Embriao de Soja com

0 Dias de Germinagao.

Citocromo A D.b. Epsilon ‘ Concentragao Proporgéo
. x y .
a 0,009 - 14 0,64 0,032 1,00
b - 0,014 20 0,70 0,035 1,09
c 0,020 20 _ 1,00 0,050 1,56
ay 0,047 91 0,52 0,026 0,81

Epsilon: em unidades: cm L. ML,

Concentragao x em unidades: pM.
Concentragao yrem unidades: 10—6/moles/g de prot.
Passo de luz: 1 cm.
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‘As figuras V e VI, mostram respectivamente, os es-~
pectros diferenciais das. suspensGes mitocéndriais isoladas de em
bridao e hipocotilo com dois dias de germinagao.

423

;
[
!
!
[}
i

5é¢

]
L]
‘ :
| P
. ; o s J99
S ° ‘ ' i
N ! 1 .
2 1 i . 1
L} . ' .
(,4-'—.—‘-, —-—-'—o-o - ) e -t GO SO D C® oy oo - --qqo—o-o—-.-—-—‘-o--i.--.- ——o—o-—.—.———-!—o—-—
: ‘. . ' ¢
v 1 | i !
N ; s . "
! I !
! 0o !
! 14 '
. 1 : A 3 N o ! I -
4o0 - k6o : soo ' s60 €0 Bmay
COMPRIMENTS D& O0NDA.
Figura V - Espectro diferencial de suspensdo de mitocdndrias iso
ladas de embriao de soja. Temperatura ambiente. Redugao com di-
tionito de sddio.
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Figura VI - Espectro diferencial de suspens&o de mitocoOndrias i-
soladas de hipocétilo com dois dias de germinagao de soja. Tempe
ratura ambiente. Redugao com ditionito de sddio.



Resultados -18-

3.3.0 - Microscopia Eletronica

Todas as micrografias eletrdnicas se referem i sus
pensoes mitocondriais que foram previamente‘testadas no eletrodo
de oxigénio; com succinato como substrato. Das suspensdes foram
retiradas aliquotas e a exigéncia estabelecida como critério  foi
de que a aliquota apresentasse relagao ADP:0 dentro dos limites
das tabelas apresentadas.

Nas micrografias eletrdnicas, as mitocdndrias se a
presentam de modo gral, com a forma aproximada de uma elipese .
o que revela possuirem em trés dimensSes uma forma varidvel en-
tre um elipsdide de revolugao e a ovdide. Foram identificados
trés tipos bisicos, arbitradriamente denominados A, B e C. As trés
denominagoes tem a finalidade de facilitar a descrigao e discussao

do material.

As mitocdndrias pertencentes -ao tipo A sao menores
que as demais de modo geral. S3o mais electron-densas. Nao apresen
tam grinulos nem vesiculas observaveis. Ocorrem em gldbulos de ci-

toplasma. Sao menos numerosas que as do tipo B, descritas a seguir.

O tipo B é caracterizado por mitocdndrias maiores

que as do tipo A.

Apresentam granulos e vesiculas. Nas suspensoes
elas estao presentes em frequéncia bem maior que as do tipo A.Suas
cristas sao mais sinuosas e irregulares. Aquelas enquadradas no ti
po C sao condensadas, sugerindo encontrarem-se no estado metabdli-

co treées.



Resultados -19-

o

N sk

u.:‘;.v“

i~

T -
P L P 1 57

& T4 - ] . i R
J\v,a AP K ¥R S SR RS
PN Nnee A SO ERY PRy

Figura VII - Mitocdndrias tipo B em campo maior. B: mitocdndria au
mentada no destaque. G: grdnulo. A: mitocdndria tipo A. Seta apon-
ta para a vesicula ou crista (cbrte de secgao).

Aumento final: 41.500 x destaque: 62.500 x

Hipocdtilo de soja com 5 dias de germinacao.
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Resuwltados

* mostra zona de destaque.

Figura VIII - Mitocondrias tipo B.

: 139.600 x

103.700 x destaque

Aumento final:

Hipocdtilo de soja com 5 dias de germinacao.
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Figura IX - V: Vesicula. G: grinulos ampliados no destque.

Aumento final: 83.000 e destaqﬁe 127.700 x
HipocStilos de soja com 5 dias de germinagio.

“ > 3
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- Mitocdndrias do tipovB. e tipo C. Asterisco e seta
mostram detalhe auméntadé no destaque,

Aumento final: 157.000 x e destaque:v181.300}x

Hipocdotilo de soja com 5 dias de germinacao.



Figura XI - Mitocdndrias tipo B.
Aumento Final: 60.000 x _
Hipocdtilo de soja com 5 dias de germinagao.

Figura XII - Mitocdndrias tipo B e tipo A.
Aumento final: 83.000 x . Aumento no destque: 76.900 x

Hipocdtilo de soja com 2 dias de germinagao.
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Figura XIII - Mitocdndria tipo B. G: GrAnulo.
Aumento final: 207.500 x

Hipocdtilo de soja com 2 dias de germinagao.

§ R - T D it
= ST K -j‘;’1
: X -

g .v> &

Figura XIV - V: Vesicula. G: Granulo.
Aumento final: 207.500 x

Destaque: 279.300 x |

Hipocdtilo de soja com 2 dias de germinacao.



Figura XV - Mitocdndria tipo B.
Aumento final: 120.800 x
Hipocotilo de soja com 2 dias de germinagao.
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Figura XVI - Vista de campo, mostrando diversas mitocdndrias tipo B
e uma tipo C, condensada. Muitos granulos.

Aumento final: 53.300 x
Hipocétilo de soja com 5 dias de germinagao.
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4.0 - DISCUSSAO

A atividade, desenvolvimento e mesmo a estrutura
das mitocdndrias dependem nao s6 do estado metabdlico, como tam-
bém do tipo de tecido original (2, 16, 38). Em plantas ' superio-
res, & sabido que os cotilédones estio destinados a perecer.apés
a germinacao da semente. Segundo AKAZAWA ¢ BEEVERS (2), as rela-
.goes ADP:0 diminuem apds certo periodo de germinagdo, em mitocdn
drias de cotilédones refletindo a atividade de um tecido que ser
viu de reserva para o desenvolvimento da pldntula. J& o hipocdti
lo tenderd a se desenvolver e se transformar no caule da planta.
Por esta razao ele e frequéntemente escolhido como fonte para o
isolamento de mitocéhdrias (25, 27, 28). E exatamente no hipocdo-
tilo onde estardo melhor representadas as modificagdes que se ma
nifestaréo paralelamente ao desenvolvimento do vegetal superior,
desde a semente atd a planta.

H3a significativa correlacdo entre a integridade £i
sica das mitocdndrias e o desempenho de suas fungSes biogquimicas
(30, 38). E decorrente deste fato, a importdncia da analise pola
rografica e da espectofbtometria diferencial como formas de en-
saio das atividades respiratdrias e fosforilativas e dos compo -
nentes do sistema de transporte ae eléctrons, da cadeia respira-
téria. Estes ensaios s3o complementados com a microscopia eletrd
nica (14, 29, 30, 38) a qual & importante técnica para avaliar
nao sdmente o grau de integridade fisica das mitocdndrias, = mas
também a qualidade da técnica de isolamento que foi utilizada e

os respectivos cuidados durante as operagoes da metodologia.

Os resultados apresentados nas tabelas I, II e III
sugerem que as fungoes bioquimicas de réspiragéo, controle respi
ratorio e fosforilacdo oxidativa estdo em niveis razodveis. A a-
nalise estatistica para o "t" de STUDENT, relativa as razoes ADP/O
mostrou que ha diferencga significativa entre os dados para embri
ao e hipocotilo de 5 dias e entre os dados para hipocdtilo de 2 e
5 dias. Nao foi encontrada diferenga significativa entre os tes-
tes para embriao e hipocdtilo de 2 dias. Ao ser acrescentado o
substrato, -a velocidade de resporacao caracteriza o chamado esta

do 4 ou "iddle" (21). A adicao de ADP, ao meio de reacao, aumen-
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ta a velocidade de consumo de oxigénio, refletindo o chamado es-

tado metabdlico 3 ou excitado.

Neste estado a velocidade & determinada apenas pe-
la concentragao de oxigénio noimeio (33). ApOs o consumo do acep
tor, a velocidade volta aos valores normais, relativas ao estado
4. Note-se que, em algumas suspensoes, o retdrno ao estado 4 nao
se processou exatamente com a velocidade igual & inicial, mas
conservou-se sensivélmente acima. Para as amostras de 5 dias,com
succinato, como substrato, passou de 0,12 para 0,14 uMO2 seg./mg/
proteina com uma diferenca de 0,02. Contudo, o controle obtido,
embora ndo seja ideal, mostra que a fosforilacdo oxidativa esti
bem aclopada a cadeia respiratdria atuante nestas suspensdes mi-

tocondriais.

Com a devida transformagao de unidades, os valores
das velocidades de consumo de oxigénio estao de acordo com os en

contrados na literatura,de modo geral.

Relativamente ao succinato, os dados sao aproxima-
dos aos obtidos por IKUMA (25) , o qual utilizou hipocdtilo  de

feijao (Phaseolus aureus), com 4 3 5 dias de germinagao.

" Ainda para o succinato, os resultados obtidos s3o
aproximados aos de RIOS e V0SS (41) , para semente de pinheiro
(Araucaria angustifolia),‘BLACKMON e MORELAND (5) , para feijao
(Phaseolus aureus) e aos de BOURQUE e NAYLOR (§),para feijao (Ca

navalia ensiformis (L) D.C.).

Relativamente ao coeficiente de controle respiraté
rio, para o succinato, os autores acima citados encontraram valo

res entre 1,4 e 2,5.

Os valores relativos ao succinato das relagoes ADP:
O, obtidos para as mitocondrias de soja, sao concordantes com os
resultados de IKUMA (25), para hipocdtilos de feijao ( Phaseolus
aureus), situados entre 1,60 e 1,80. O mesmo pode ser dito em re
lagao’ aos. resultados de IKUMA e BONNER (26°) , que variaram entre
1,40 e 1,70 e os de KEY et af. (28), em tOrno de 1,59.
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Para o alfa-ceto-glutarato foram encontrados os va
lores relacionados na tabela I. Estdo coerentes com os resulta
dos obtidos por MALHCTRA e SPENCER (34), para o estado quatro, re
lativos & feijao (Phaseolus vulgaris (L.) var. Kinghorn).

Também os valores das relagOes ADP:0 para este su-
bstrato estao coerentes com os do autor acima citado, que varia-
ram entre 1,5 e 2,0.

HOWELL (23) obteve valores decrescentes da relagao
ADP:0 a partir do 59 dia de germlnagao para cotilédone e que pode
ser explicado pelo fato que & um tecido de reserva declinando a

quantidade ou a qualidade das mitocdndrias.

ABU-SHAKRA et af (1) entretanto trabalhando com o
eixo total da plantula (rebentos, hipocétilo'e‘raiz), de soja com
quatro dias de germlnagao encontrou para éste substrato relag&o
ADP:0 com valor 3,0 + 0,2.

Ainda para o alfa-ceto-glutarato como substrato, o
controle respiratdrio expresso em termos de coeficiente respira-
torio, C.R., que variou entre 1,78 e 2,40, estéi aproximado dos
resultados obtidos pelos autores acima citados, que se situaram
entre 1,5 e 2,5 e também aproximados aos dados obtidos por KEY
et al (28) relativos a hipocdotilo de soja em tdrno de 1,60.

Os resultados obtidos para as velocidades respira-
torias, tendo malato como substrato, sao pouco inferiores aos a-
presentados pela literatura, como_seja, em relacao aos dados de I
KUMA (25), para hipocétilos de feijdo (Phaseolus aureus) e de MA-
LHOTRA e SPENCER_(34) também para hipocotilos de féijéo (Phasec-
lus vulgaris (L.) var. Kinghorn).

As relagoes ADP:0 apresentadas nas tabela I para o
malato, variaram de 1,43 & 2,36, estando coerentes com os valo -
res obtidos por BLACKMON et af (5), em torno de 2,3, com os re-
sultados de IKUMA (25) e com os de IKUMA ¢ BONNER (26) variaveis
entre -2,2 e 2,5. Estes dados bibliograficos citados, sao relati-

vos d mitocOndrias de hipccétilos de feijao (phaseolus vulgaris).

O aumento da velocidade de consuro de oxigénio e
das relagdes ADP:0, obscrvados nas tabelas I e II, refletem uma
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crescente atividade metabdlica mitocondrial, paralela ao desenvol
vimento tissular. NAWA e¢ ASAHI (38) constataram que a atividade
respiratéria} controle respiratério e capacidade fosforilativa de
mitocondrias de ervilhas aumentam durante a germinagao, aspectos
estes relacionados com o aumento do contedido de agua.

O aumento das atividades respiratdrias e de fosfo-
rilagac com o periodo de germinagdo, sugere com o periodo de
germinagao, sugere um desenvolvimento de mitocdndrias (16,37,38),
a medida que se processa a diferenciagao tissular. E possivel tam
bém, além de biogénese de mitocdndrias, um aperfeigoamento inter-
no, ou seja, mesmo nivel de populagao mitocondrial, com aumento
de concentragao enzimdtica (16, 37, 45).

Por meio de espectrofotometria diferencial a tempe
ratura ambiente, foram identificados os conponentes "mais facil -
mente detectaveis do sistema de transporte de electrons.

O pico de absorgao encontrado para o citocromo oxi
dase, esta situado em 599 nm para mitocdndrias dos hipocétilos de
2 dias e de embrido. Este pico de absorcao tem sido localizado
em 600 nm em mitocdndrias de pinhdao (41), em 598 nm para mitocdn-

drias de feijao (47).

O valor entre 598 e 599 nm para a absorgao maxima
do citocromo oxidase, parece ter uma caracteristica deste compo -
nente da cadeia respiratéria dos vegetais, pois foi  observado
por outros autores (41, 47). E um desvio para menor comprimento
de onda, relativamente aos 602-603 nm encontrados para nitocdn -

drias de origem animal (51).

O ombro de 560 nm caracteriza as absorgoes dos ci-
tocromos b. Este ombro, provavelmente seria resolvido em maxi-
mos de absorgao com espectrofotometria em temperatura de nitrogé-
nio liquido, em tdrno de - 1929C. (12).

Para as mitocdndrias isoladas de embrido este om-

bro se localizou em 564 nm.

O citocromo c teve sua banda alfa em 551 nm nas
mitocOndrias.isoladas de hipocdtilos em 552 nm nas mitocdndrias
isoladas de embriac. Ma faixa de Scret, estd o maximo de abscr -

czo do citocromo ¢uidase, localizado em 426 nn e 725 rn para as
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mitocdndrias de hipocotilo e embriao, respeétivamente(at}

As tabelas IV e V mostram as concentragoes e as

proporcoes dos diversos componentes encontrados.

A proporgao relativa do citocromo c é mais alta
que a dos demais citocromos (30, 41). As concentragSes'absolutas
dos diversos citocromos sao de modo geral baixas, o que esta coe
rente com as baixas atividades respiratdrias e fosforilativa dos
vegetais ( , 48).

As figuras n®s VII e VIII, cujas micrografias a-
brangem uma visao maior de campo, mostram um nimero bem razoévelv
de mitocdondrias intactas, poucas degeneradas e alguma contamina-
¢do com restos de material celular.

Nao foram observadas diferengas anatdmicas que pu-
dessem caracterizar mitocondrias isoladas do material nos diver-

'sos periodos de germinacgao.

Apresentam membrana dupla e sao perfeitamente‘visi
veis as invaginagoes da membrana interna formando as cristas. As
mesmas sao onduladas e com nitida tendéncia as formaQSes vesicu-
lares, fato éste também constatado por CHERRY (14) em  sementes

de amendoim.

A ocorréncia na prepara¢ao, de mais de um tipo de
mitocdndrias de hipocotilos de soja, estia de acdrdo com os dados
obtidos por BAXTER e HANSON (3), os quais trabalharam com hipocd
tilos de plantula de trés dias, cujas mitocondrias foram classi-

ficadas em x e y.

Nao est3a afastada a hipdtese de serem os granulos
electron-densos, que ocorrem nas mitocéndrias do tipo B, serem
resultantes do acumulo de cations alcalino-terrosos, atividade
esta também acopléda ao. sistema de transporte de electrons.(4g,

As mitocondrias do tipo C s3ao bem mais raras que
as demais. Seu aspecto sugere fcrtemente serem mitocOndrias no
estado metabflico trés. £ sabido gue mitocénérias quando nc esta
do metakolico trés, no qual & ativa & respiracdo bem como eleva-

da sua atividade de fosforilagao, assumem uma configuragao tipi-
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ca denominada conformagao condensada., em oposigao ortodoxa, du-
rante o estado quatro. Tanto a conformagao ortodoxa como a con -
densada, foram j3 identificadas em mitocdéndrias de origem animal
(31), como também em mitocondrias de origem vegetal por BOURQUE
e NAYLOR (§), PRING (40) e SOLOMOS et af.(45).

A analise integrada dos dados obtidos pelos  trés
processos acima mencionados, sugere biogénese mitocondrial para-

lela ao desenvolvimento e diferenciacoes tissulares.
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5.0 - CONCLUSOES

Os métodos e operagoes metodoldgicas para isolamen
to de fragao mitocondrial foram apropriados, para o material
utilizado. As dificuldades iniciais foram devido a grande . rela-

cao entre a massa de reservas e a massa de tecido organizado em

se tratando de sementes.
O maximo de absorgéo do citocromo oxidase, desvia-

do para menor comprimento de onda & caracteristica para mitocdn-
drias_isoladas de embriao e hipocdétilo de dois dias, sugerindo

ser uma caracteristica de vegetais.

As concentragoes dos diversos componentes da ca=-
deia respiratdria esta em concordancia com os dados da literatu-

ra, para vegetais.

Ha aumento de atividade respiratdria e de fosfori-
lacao das mitocdndrias isoladas de hipocdtilo de soja, com a va-

riagao do periodo de germinacao estudado.
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6.0 — RESUMO

Foram estudadas as velocidades de consumo de oxigé
nio e as relagOes ADP:0 em suspensoes mitocondriais isoladas a
partir de embriao e hipocdtilo de soja (Glycine max.Merrill (L.)

var. Santa Rosa).

As relagoes ADP:0, inicialmente baixas para mito-
condrias de embrido se aproximaram dos valores tedricos 4d medi-

da que foi aumentando o periodo de germinacgao.

Foram tracados espectros diferenciais, .com espec-
trofotdmetro registrador "split-keam" e determinadas as concen -

tracdes dos citocromos a, b e c.

Micrografias foram obtidas e-a estrutura mitocon-

drial foi observada.

A anilise integrada dos dados obtidos pelos trés
processos acima mencionados, sugere biogénese de mitocdndrias,pa

ralela ao desenvolvimento e diferenciagao tissulares .
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6.0 - SUMMARY

Rates of oxigen uptake, as well as ADP:0 ratios of
mitochondrial suspensions isolated from soybean embryos and hypo
cotyls (Glycine max Merrill (L.) var..Sta. Rosa), were studied.

The initially low values for ADP:0 ratios of mito-
chondrial suspension from embryos, were closer to theorical o-
nes, as the germination peribd increased.

Differential spectra were obtained with a "split-
beam" differential spectrophotometer and the concentration of
cytochromes a, b and c were determined.

Eletronic micrographs were obtained and the mito -
chondrial structure has ben described.

The integrated analysis of data obtained by the
three above cited prdcesses, is suggestive of mitochondrial bio-
genesis, which ocurred together with development and differentia
tion of plant tissues.
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