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INTRODUCAG

0 estudo das oxidagoes fosforilativas em mitocdndrias
de vegetais, & assunto que ultimemente foi incorporado ao acer
vo das pesquisas bioqu{micas, numa tentativa de esclarecer as
particularidades envolvidas e as suas correlagoes com os fendme
nos da biologia das plantas,

0s estudos iniciais, feitos quase sempre de forma com
parativa, trouxeram muito pouco do conhecimento rsal das mito=
condrias vegetais, As investigagoes detalhadas, sobre essas or-
ganelas celulares em plantas, somente surgiram a partir da se-
gunda metade da década de 1950,

Ate 1959 destaca-se uma extensa revisao do metabolis-
mo mitocondrial, feita por SCHNEIDER (40), que enfatiza vdrias
fungoes enzimdticas, Nesse trabalho, o autor analisa determina-
dos critérios para se verificar a integridade de mitocéndrias i
soladas, destacando, sobretudo, os métodos citoldgicos e enzimd
ticos, estes, também, preconizados por HOLTER (19), uma vez gus
certas enzimas respiratorias s3o exclusivamente associadas a mi
tocondria; cita, ainda, a microscopia eletronica, a qual forne-
ce meios sensiveis e especificos para se determinar, tanto a pu
reza, quanto o grau de integridade das fragoes mitocondriais i-
soladas. Inclui-se, também, entre os trabalhos principais dessa
epoca, uma extensa discussao do sistema de transporte de .ele-
trons, apresentada por GREEN (15).

HILL e HARTREE (18) demonstraram que em tecidos vege=-
tais os componentes respiratdrios existem em concentragoes rela
tivamente baixas, em comparagao com os tecidos animais. Este fa
to tem sido uma dificuldade para o progresso dos estudos da ca-
deia respiratdria em plantas, Acresce,ainda, conforme comentam
DUCET e ROSENBERG (13), que nos tecidos animais a cadeia respi-
ratoria estd localizada em particulas especificass as mitocon-
drias, Nos tecidos vegetais, estudos relacionados com a cadeia



respiratdria, a partir do trabalho de MILLERD et al, (31), té&m
revelado propriedades bioquimicas muito semelhantes as constatg
das em mitocondrias animais. Esse comportamento bioquimico das
praparagoes vegetais, entretanto, é extremamente varidvel, mes-
mo dentro do proprio tecido, conforme condigoes que se lhe im-
poem. Isso conduziu a uma definigaa bioquimica de fragdo mito -
condrial em tecidos vegetais, ou seja, chama-se de fragao mito-
condrial aquela fragao preparada de celulas vegetais que se com
porta, bicquimicamente, como as mitocondrias animais,

WILSON e BONNER (45) demonstraram que as sementes se-
cas de amendoim, respiram mais vagarosamente que as mesmas s8-
mentes embebidas e via uma cadeia respiratodria diferente. Fato
muito semelhante, ja tinha sido observado por YAKUSHIJI (47) em
algas e em plantas superiores, em geral,

Outros trabalhos se destacam, como exemplos de varia-
cao das propriedades bioquimicas e caracteristicas estruturais
de mitocondrias preparadas a partir de tecidos vegetais diferen
tes. CHERRY (11) indica modificagoes nas mitocondrias de amendg
im durante a germinacac. No mesmo material BREINDENBACH (5) et
al, estudaram a biogénese de mitocondrias, NAWA e ASAHI (33),tra
balhando com sementes de srvilha, evidenciaram um rapido aumen-
to das atividades e dos componentes das particulas mitocondriais,
durante a germinacdo. Nesse mesmo trabalho, ha demonstragoes de
que a velocidade de respiragao estd ligada a organizagao estru-
tural da mitocdndria durante a germinagdo. Em uma mesma fragao
mitocondrial, preparada com batata doce, YAMAKI e URITANI (48),
encontraram duas formas de mitocondrias.

Para HILL e HARTREE (18), o maior obstdculo para o es
tudo de mecanismos respiratorios em vegetais, € o fato de que a
desintegragao celular da infcio a reagoes que s8o bastante dife
rentes, tanto em magnitude quanto em natureza, daquelas que o-
correm em tecidos intactos. Hd, ainda, uma grande faixa de ini-
bidores interncs e de substancias potencialmente inibidoras que,
de acordoc com JONES e HULME (23), acham-se compartimentalizadas



tanto no citoplasma quanto nos vaclolos. Esses inibidores sao 1
berados ou formados durante os procedimentos de homogeneizacao
e tendem a inativar, tanto fisicamente por fixagao ou adsorcao,
quanto quimicamente por interacao ou desnaturagao.

A preparagao de frag@o mitocondrial, é influenciada
pela natureza do tecido vegetal, A partir de tecidos clorofila-
dos sempre surgem problemas de grande monta e de dificil eolu -
gao, como evidenciado por PIERPOINT (36, 37). Os écidos graxos,
que sac abundantes em determinados tecidos vegetais, sfo libera
dos durante a homogeneizagao e podem conduzir a uma fragdoc mito
condrial com a cadeia respiratoria desacoplada, de acordo com
LIEBERMAN e BAKER (28). DALGARNO (12) constatou efeitos dos aci
dos graxos livres na relagao P/0, na fosforilagdo e no consumo
de oxigénio, ao estudar mitocondrias isoladas de cenoura.

BONNER e V0SS (4), trabalhando com couve-flor e bata-
ta doce, tornaram-se pioneiros no assunto, ao conseguir prepara
goes de mitocondrias que apresentavam um bom controle respiratg
rio, isto &, com baixo consumo de oxigénio na.presenga de subs-
trato, o qual era aumentado por adigcdao de ADP, Com esse traba-
lho evidenciou-ss, também, que tecidos vegetais aclorofilados se
constituem em fontes mais apropriadas de fracoes mitocondriais.,

A partir de entao, os tecidos vegetais de reserva,que
sao desprovidos de clorofila, passaram a ser o principal alvo
de diversos estudos bioquimicos ligados a cadeia respiratoria .
No caso especifico de sementes, tém sido usadas algumas de suas
partes constituintes, como fontes de fragoes mitocondriais,CHER
RY (11) usou cotilédones de sementes de amendoim para estudar
as modificagbes ocorridas no conteldo de enzimas e de mitocdn -
drias e suas consequéncias, Embrices, serviram de material de
estudo para WILSON e BONNER (45) compararem velocidades de uti
lizagao de oxigénio por mitocodndrias.

Sementes tém sido estudadas, principalmente, em diver
sos estdgios de sua germinacdo, como fizeram AKASAWA e BEEVERS
(1), CHERRY (11), NAWA e ASAHI (33), YOUNG et al, (51), YOUNG e



VARNER (52) e BREINDENBACH et al. (5). Porém, tém predominado es
tudos feitos com "seedlings" obtidos por germinacao de sementes
no escuro, com 0 gque se tornam estioladcs, sem clorofila, Com
esse material, tem sido possivel estudar alguns detalhes da ca
deia respiratdria de certos vegetais, como fizeram EARNSHAW e
TRUELOVE (14), AKAZAWA e BEEVERS (1), CHERRY (11), NAWA e ASAHI
(33), MALHOTRA e SPENCER (30) e BREINDENBACH et al, (5). Mais e
centemente, SARKISSIAN e SRISVASTAVA (39) discutiram métodos e
condigoes para se isolar mitocéndrias de "seedlings" de trigo
que sejam ativas s firmemente acopladas,

Em se tratando de sementes intactas e nao germinadas
porém, nao tem havido muita investigagdo, H4, mesmo, até algu-
mas sugestoes de que as sementes sejam muito pobres em particu-
las mitocondriais. BREINDENBACH et al, (5) apresentaram resulta
dos que mostram que a atividade enzimatica € quase que totalmen
te ausente em sementes secas, mas aumenta muito durante os pri-
meiros nove dias de germinagao, CHERRY (11) demonstrou que du-
rante a germinagao de sementes, as mitocondrias parecem aumen-
tar sua estrutura e organizagao interna, em relagao a semente em
repousaga,

NAWA e ASAHI (33) relataram que somente uma estrutu-
ra mitocondrial pobre e com baixa atividade respiratoria foi de
tectada em células de cotilédones dormentes, ac passo que uma
estrutura mitocondrial mais diferenciada e mais ativa tornou-ss
evidente a medida que a germinagao acontecia, WILSON e BONNER
(45) sao categoricos ao afirmar que “com o aparecimonto do em-
brido, surgem mitocdndrias que sdc semelhantes aquelas isoladas
de outros tecidos vegetais maduros, pois apresentam controle res
piratorio e metabolizam ativamente succinato, malato e NADH".Em
face disso "sementes secas utilizam o oxigeénio muito vagarosa -
mente",

0 estudo da cadeia respiratoria de sementes intactas
e em repouso, vem abrir uma nova area de investigagac cientifi-
ca, ligada as oxidagbes bioldgicas. A obteng3o de fragao mito -



condrial integra e ativa, pode ser evidenciada por sua caracte-
rizag8o bioquimica, segundo DUCET e ROSENBERG (13), que conside
ram que as mitocondrias vegetais podem ser definidas por suas
propriedades bioquimicas.

0 presente trabalho estuda a cadeia respiratoria e os
citocromos de fragoes mitocondriais preparadas de sementes de pi
nheiro (Araucaria angustifolia) secas e em repouso, Procuram-se

esclarecer fenomenos bioldgicos que ocorrem em relagdo a semen-
te em questdo, atraves de sua caracterizagdo bioquimica, o que
vem demenstrar, ainda, a integridade das mitocondrias e a homo-
geneidade dessas Fragaes mitocondriais,



MATERIAL E METODOS

1. Isolamento de mitocondrias - As mitocondrias foram

preparadas de sementes de pinheiro, intactas e maduras, colhi-~
das diretamente das pinhas,

D método basico de preparagao, usado como ponto de par
tida, foi o empregado por BONNER e V0SS (4), modificado com ba-
se nos trabalhos de BONNER (3) e IKUMA (22).

A fragao mitocondrial foi preparada de sementes fres-
cas e descascadas, que apresentavam um peso médio de 6 g e 51 %
de umidade., Essas sementes foram raladas e, entao, misturadas
com o meio de extrag@o, que continha HEPES 20 mM pH 7,2, Mani~
tol 0,4 M, EDTA 1lmM, BSA 0,01% e Cisteina 0,01% e que foi prepa
rado adicionando-se os componentes nesta ordem e na ocasiao de
ser usado,

0 material foi homogeneizado, manualmente, em gral de
porcelana mantido em cuba de geloc e, a sequir, filtrado em oito
camadas de gaze; o resfiduo sofreu nova extragao e filtragem;nes
sa extragao, o volume de meio utilizado correspondsu, semprs, a
aproximadamente trés vezes o volume de sementes raladas.,

Os filtrados, foram submetidos a centrifugacac dife-
rencial, em centrifuga refrigerada Sorvall RC, de acordo com es
quema indicado por BONNER (3), modificado no fato de se repetir
a lavagem do "pellet" final. Alem disso, todas as operagoes de
lavagem, constantes desta etapa, foram realizadas com meio cons
titufdo, exclusivamente, de Manitol 0,5 M, cujo pH final foi a-
justado para 7,4.

Os procedimentos da centrifugagao podem ser sintetiza

dos, como a seguir:

oran



Filtrado
1000 g X 15 min

| |

Precipitado Sobrenadante
(descartado) 10.000 g X 15 min
Sobrenadante Precipitado Ressuspendido
(descartado) 250 g X 10 min
Precipitado Sobrenadante
(descartado) 6.000 g X 15 min
Sobrenadante Precipitado Ressuspendido
(descartado) 6.000 g X 15 min

Sobrenadante Precipitado

(descartado) Ressuspendidoc em igual vo-
lume de meio

Todas essas operagoes foram realizadas em temperatura

mantida entre 0° e 4° Co



2, Métodos de ensaio - As determinagoes polarografi -

cas da oxidagso fosforilativa, foram obtidas a temperatura ambi
ente mantida entre 22° e 25° C, em eletrddio de oxigénioc modelo
descrito por V0SS et al, (42). 0 meio de reacao utilizado, bem
como a ordem de adig@o a cémara de reagao, foram os preconiza -
dos por IKUMA (22),

A relagao P/0 foi calculada como relagdo ADP/0, de a-
cordo com o método descrito por CHANCE & WILLIAMS (8). A rela-
gdo ADP/O foi calculada como consumo de oxigénio, em microdto-
mos por segundo e por litro, durante o estado ativo da respira-
gao, em relacao a concentragao molar de ADP adicionado.

0 coeficiente respiratorioc (RC), foi calculado como a
razao entre as velacidades respiratérias em presenga de substra
to mais ADP (estado 3) e apds o consumo de ADP (estado 4), (10)

Protefina foi determinada pelo método de LOWRY et al,
(29), usando-se, ainda, uma curva padrao tragada com leituras de
aliquotas de soroalbumina bovina, sendo que as determinacgoes es
pectrofotométricas foram feitas em espectrofotbmetro Beckman DB.

A medigcao dos pHs foi feita em potencidmetro Radiome-
ter, tipo 22r.

Espectros diferenciais, foram obtidos a temperatura
ambiente, por meio de Espectrofotometro Registrador Diferencial
(split beam), modelo descrito por CHANCE (6). 0Os espectros fo-
ram obtidos com uma suspensao de mitocdndrias, reduzida por adi
¢a3o de substrato, contra uma suspens3o oxidada (9). A suspensdo
de mitocﬁndrias, adicionou-se succinato 10 mM e quando a suspen
sdo estava sob condigbes anaerobicas, registrou-se o espectro di
ferencial entre ssta e a preparagao aercbica,

Em todos os ensaios, a aliquota da fragao mitocondri-
al utilizada, teve sua proteina ajustada para 10mg/ml,

3, Microscopia eletronica - Aliquotas de suspensaoc de

mitocondrias, previamente testadas em eletrodio de oxigénio, fo
ram fixadas em glutaraldeido (46), apds pre-fixagao em tetraxi-
do de osmio 2% (35). As inclusoes foram feitas em "crystic eral



dite" (44) e a coloragao, por acetato de uranila (43) e citrato
de chumbo (38), 0Os cortes foram realizados em ultra - microtomo
Sorvall Porter-Blum MT-2 e as microfotografias eletronicas aobti
das em microscopio eletrdnico Philips modelo EM-300, do Centro
de Microscopia Eletronica da Universidade Federal do Parana.

4, Substéncias quimicas - As substdncias quimicas uti

lizadas na composigao dos meios de extragao, de lavagem e de rea
¢ao, bem como aquelas usadas nos ensaios, foram sempre P,A., is
to é, com pureza quimica garantida pelos laboratodrios fabrican-

tes,

5. Siglas - As siglas que aparecem no decorrer deste
trabalho, correspondem ao que se segue:

ADP - 5-Difosfato de Adenosina

BSA - Soroalbumina bovina

EDTA - Acido etilenodiaminotetracetico

HEPES - Acido N-2-Hidroxietilpiperazina-N'-2-etano

sulfonico

NADH - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzida

p/0 = ADP/O - relagac entre moles de ADP adicionado ao
sistema e moles de oxigénio consumido

P,A, - para analise; quimicamente pura,
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RESULTADOS

1, Os dados referentes a atividade da fracgdo mitocon-
drial, em presenga de alguns substratos do ciclo dos acidos tri
carboxilicos e obtidos por meio de eletrddio de oxigénio, apare

cem na tabela I,

TABELA I - Velocidades Respiratorias e Oxidagdo Fosforilativa de

Mitocondrias de Pinh3o em Presenga de Alguns Substra
+

tos .,
Substrato | Respiragao Reseiragao Resp. Apos | p ADP/0O
Apos ADP |Consumo ADP
Succinato 0,562 1,410 0,473 2,98 2,04
Alfa-Ceto
glutarato 0,221 g,624 0,209 3,15 2,97
Isoci-
trato 0,315 0,582 0,251 2,32 2,07

Sistema - 0,5 ml de suspensao de mitocondrias; 250 micromoles de
ADP; 100 micromoles de substrato e meio de reag%o para

completar volume final de 2,45 ml.

* valores expressos sm micromoles de oxigénio por se-

gundo e por litro e representam média de cinco de-

terminagoes.

2. 0 espectro diferencial, a temperatura ambiente e

. I3 - 4 3 »

que retrata o estado dos citocromos da cadeia respiratoria apos
reducaoc de seus componentes, com succinato, aparece na figura 1,

con-
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Fige 1 - Espectro diferencial a tempetatura ambiente de mitocon
drias de pinhao. Condigcoes como descritas no item 2 de

material e métodos.

3. A tabela Il apresenta a concentragao de citocromos
na fragao mitocondrial, calculada a partir do espectro diferen-
cial, a temperatura ambiente (Fig, 1) & de acordo com coeficien
tes de extingao molar indicados por CHANCE (7). As quantidades
relativas dos citocromos foram calculadas, fazendo-se a concen-~

tragao do citocromos a igual a 1,0 (2).

TABELA II - Concentragao de Citocromos em Mitocondrias de Pi -

nhao.
. . ~ -6 -

i tocromo Diferencga Efillogl Concentragao| 10 mo%es/ I
de D.0. {em ~.mM micromolar g proteina
0,060 91 0,66 0,066 1,03
0,009 14 0,64 0,064 1,00
0,006 20 0,30 0,030 0,47
0,017 19 0,89 0,089 1,39

+
Quantidades relativas de citocromos.

4, As microfotografias eletronicas da fragao mitocon-
drial, aparecem nas figuras 2, 3 e 4. Uma aliquota dessa fragao
foi previamente ensaiada em eletrodio de oxigénio, quanto ao seu

comportamento em presenga de succinato.
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Figura 2 - Microfotografia eletrdonica de mitocondrias de pinhao.

Aumentos 16,780 X



Figura 3 - Microfotografia eletronica

Aumentos 61,560 X

de mitocdndrias de pinhao.
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5. 0 comportamento da al{quota de suspensdao mitocondrial
submetida a microscopia eletronica e a espectrofotometria dife-

rencial, medido por eletrodio de oxigenio, aparece na fiqura 5.

MITOCONDRIAS ISOLADAS DE SEMENTE
(ARAUCARIA - ANGUSTIFOLIA)

MATER/IAL

—¥— succ/nATO

80 uN ADP

¢ 60 ¥
Seg

-1 -/
-4 MO2 Sec Litro

Figura 5 - Registro polarografico de frag8o mitocondrial prepa-

rada de pinhdo.
0,5 ml de suspensao de mitocondrias e mseio de reacgao

para completar volume final de 2,45 ml,
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DISCUSSAQ

A caracterizagao de fracoes mitocondriais pelo seau
comportamento bioquimico (13, 24, 25, 31, 33, 40) e através de
microscopia eletronica (11, 24, 33, 34, 46, 48, 50) permite ava
liar o grau de integridade das mitocondrias e a homogeneidads de
sua preparacac, Em realidade, hd uma {ntima relagao entre estru
tura de mitocondria e suas fungoes (11, 14, 25, 33, 51, 52), Em
alguns casos (1, 5, 11, 33) tem sido possivel estabelecer que a
estrutura constatada para as mitocondrias bem como as suas fun-
gcoes, dependem do estado metabolico e da natureza do tecido a
partir do qual foram preparadas,.

0 estado metabolico dos tecidos de reserva de semen-
tes & ativado pela presenga de aqua uma vez que modificagoes ré
pidas ocorrem com sementes em embebigao (45). Em primeira ins -
tdncia, portanto, o estado metabdlico de um tecido de reserva,de
pende de seu conteddo de dqua (33, 45).

As razoes de controle respiratorio crescem durante o
processo de embebigao das sementes enquanto ha, também, um acen
tuado aumento na atividade respiratoria dessas sementes, o que
confirma a influéncia do conteddo de agua. As mitocdndrias  se
tornam ricas em proteinas e lip{deos e adquirem atividade do pon
to de vista biologico e sua estrutura parece tornar-se estavel.
Tudo isso sugere um processo de desenvolvimento de mitocondrias,
com a transformagao de part{culas vesiculares em mitocondrias a
tivas (33).

Nos organismos vivos também existem mecanismos regula
dores que permitem variagtes das velocidades das reagoes metabgd
licas, tremendamente grandes e bruscas, gque dependem do imedia-
to requerimento de energia ou das condigoes particulares do meio
ambiente (17, 26, 27).

Em se tratando das atividades respiratorias e fosfori

: . ~ . . e .
lativas das mitocondrias, tem sido demonstrada uma intima rela-
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gao com a sua estrutura, Confirmagao dessa dependéncia, foi da-
da por CHERRY (l1) que apresentou microfotografias eletronicas
de cotiledones de sementes em repouso, que continham poucas mi-
tocondrias tipicas e muitas membranas vesiculares.,

Quando os procedimentos de isolamento de mitocondrias
sao perfeitamente apropriados, estas retem a mesma estrutura que
possuem gquando no interior dos tecidos, o que permite a realiza
gao de estudos bioquimicos, conforme observagbes e citagoes de
PALADE (34).

Quase todos os estudos feitos em sementes, tém sido re
alizados com sementes embebidas, ou mesmo, submetidas a germina
¢ao. YATSU (50), entretanto, estudou a ultra-estrutura de semen
tes de algodao w®mnazenadas em ambiente seco e salientou que
qualquer técnica de estudo gue envolva embebigao do tecido, mes
mo por periodos curtos, podem nao refletir as condigbes origi -
nais,

Mitocondrias sao descritas por este autor, como ovoi-
des, apesar de ser bem comum encontrarem-se algumas irregulares;
possuem & tipica membrana dupla e as 6ristas convencionais; com
Frequéncia, pequenos globulos ou granulos podem ser vistos dene
tro da matriz mitocondrial., Aspectos muito semelhantes; foram
tambem constatados por YAMAKI e URITANI (48) em mitocdhdrias
preparadas com batata docs,

Os valores apresentados na tabela I, demonstram pro-
priedades bioqu{micas da Frag%o mitocondriail Tanto com succina
to, quanto com Alfa-Cetoglutarato e mesmo com Isocitrato, a adi
¢ao de ADP a mistura de reagdo, aumentou a velocidads respiratg
ria, a qual voltou ac valor normal apds o consumo do aceptor de
fosfato (41). Isso demonstra que a oxidagdo e a fosforilagao es
tao acopladas na cadeia respiratdria presente a fracao mitocon-
drial,

0 valor da relagao ADP/0, no caso do Alfa-Cetoglutara
to como substrato, aproxima-se muito do tedrico e segundo HA -
CKETT (16) indica que ha trés etapas fasforilativas entre a pi-
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ridina nucleotideo e b oxigénio. Ja o valor da mesma relagao pa
ra o caso do Succinato como substrato, também & praticamente i-
gual ao tedrico, o que sugere a existéncia de duas etapas fosfo
rilativas entre a Coenzima Q e o oxigénio.

0 valor dessa felaggo para o Isocitrato como substra-
to, é ligeiramente maior do que 2,0 e esta coerente com resulta
dos apresentados por MURTHY e RAPPOPORT (32) & por AKASAWA e BE
EVERS (1).

Nesses particulares; a cadeia respiratoria envolvida
apresenta algumas caracteristicas semelhantes as descritas emes
tudos com sementes embebidas e com "seedlings", bem como a ca-
deia respiratoria de mitocdndria animal.

0 espectro diferencial a temperatura ambiente, apre-
senta caracter{sticas semelhantes as Hescritas por outros traba
lhos com mitocondrias vegetais (25, 41, 47). A{ aparecem regis-
trados aqueles componentes prontamente observados como partici-
pantes do transporte de eletrons. 0 pico de absorgao da citocro
mo-oxidase esta lo#alizado em 600 mu, uns poucos mu mais proxi=-
mo da regiao azul do espectro gue a citocromo-oxidase de mito -
condrias animais, cuja alfa-banda é, geralmente, situada em 605
mu (49)% A aifa-banda dos citocromos c esta em 552 mu e os cito
cromos b aparecem como um ligeiro ombro centralizado em 560 mu.
0 pico de absorgao que aparece ao redor de 516 mu, representa a
combinagao das bandas beta dos citocromos b e c. A faixa de So-
ret € dominada pelo pico de absorgao dos citocromos b, em 425
mu, enquanto que a citocromo-oxidase aparece como um pronuncia-
do ombro em 442 mu. No caso de redugao dos trensportadores de e
letrons da mitocondria ser realizada por anaerobiose, em pre-
senca de succinato, esses resultados estao muito coerentes com
os encontrados por WILSON e BONNER (45).

A concentragao dos citocromos na cadeia respiratoria
(Tab. I1), comparadas com dados apresentados por outros autores
(2, 7, 25, 36, 45) indicam uma maior proporgao de citocromo g,
sobretudo em comparagao com mitocondrias isoladas de outras se-
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mentes dormentes. WILSON e BONNER (45) encontraram resultados
semelhantes guando estudaram, comparativamente, sementes de amen
doim secas e embebidas. Para esses autores, a deficiéncia em ci
tocromo c, existente numa semente seca, poderia prevenir uma des
controlada perda de substrato na auseéncia de um controle respi-
ratorio eficients.

A perda do citocromo ¢, o qual ao contrario dos outros
citocromos, nao & firmemente ligado a membrana mitocondrial, &
capaz de conseguir esse controle metabolico sem completa destru
icao das organelas respiratorias,

Considerando-se, também, a luz de outros trabalhos men
cionados, que os tecidos de reserva da semente em repouso se a-
cham metabolicamente controlados, a menor concentrag@o de cito-
cromo ¢ em sementes assim mantidas, reforga a ideia desses auto
res (45), Quando novas mitocondrias e novos sistemas puderem ser
produzidos pelo crescimento do embrido, fato ja bem demonstrado
em varios trabalhes (1, 5, 11, 30, 46, 47) o consumo de substra
to passa a ser controlado por meio de sistemas integrantes da
cadeia respiratoria (16, 17).

0 comportamento bioquimico das mitocdndrias de pinhao
sugere, entretanto, que suas caracteristicas devem ser semelhap
tes as de mitocdndrias de tecidos vegetais maduros e ativos, em
face das razoes ADP/0 constatadas para alguns daos componentes do
Ciclo de Krebs e de um controle respiratorio razoavel (41). 0
conteldo de agua, normalmente encontrado nessas sementes, torna
-se suficiente para agir como fator de quebra de dorméncia e,as
sim, desencadear a biogénese e o desenvolvimento de mitocondri
as, ja varias vezes encontrados em sementes embebidas e em ger-
minagao (1, 5, 11, 33, 45, 51, 52).

Pelos resultados de seu comportamento bioqu{mico, po-
demos afirmar que os métodos de preparacao da fragac mitocondri
al mostraram-se apropriados e que as maiores dificuldades na té;
nica de isolamento (18, 20, 21, 24, 40) foram superadas a con -

tento. Considerando-se que a fragao mitocondrial submetida a mi
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croscopia eletrﬁnica, teve uma al{quota testada em eletrodio de
oxigénio (Fig. 5) e considerando-se, ainda, que a microscopia ®
letronica, desde o trabalho de PALLADE (34) tem sido uma das
mais importantes tecnicas de investigagao estrutural dessas or-
ganelas celulares, as microfotografias das figuras 2, 3 e 4, de
veriam retratar as caracteristicas observadas no tecido origi -
nal,

De fato, muitos dos detalhes ai observados coincidem
em grande parte, com os descritos por YATSU (50) em sementes
dormentes de algodao., Observam-se mitocondrias em diversos esté
gios: umas totalmente t{picas, com matriz abundante e bem visi-
vel e outras, numa fase oposta assemelhando-se, bastante,as for
magoes vesiculares citadas por ele e por CHERRY (11), além de
outras, com caracter{sticas intermedidrias, reforgando a suges
tao de que esse processo pode estar influenciado pelo conteldo
de agua do tecido.

Nas mitocondrias tipicas & bem visivel a disposigao ca
racter{stica da matriz, dando um aspecto semelhante ao descri-
to por YAMAKI e URITANI (48) em uma das formas de mitocondrias
encontradas em preparagoes com batata doce.

A microfotografia eletronica que abrange um campo mai
or (Fig, 2) mostra, entretanto, contaminagao por outras fragodes
além de uma proporcgao relativaments grande de mitocéndrias rom-
pidas e num aspecto definido por YAMAKI e URITANI (48), como em
degenerescéncia ou em degradagao. Isso sugere firmemente, que o
processo utilizado na preparacgao do material para a microscopia
eletronica, que foi o mesmo empregado para mitocondrias animais,
nao se mostrou adequado e produziu modificagoes na sua estrutu-
ra, alterando suas caracteristicas originais, que sao as revela
das nas mitocondrias integras (Fig. 4) e que s3o muito semelhan
tes as outras descritas, principalmente por YAMAKI e URITANI (48)
e YATSU (50).

Tomando-se em conta esses resultados, temos, uma cor-
roboragao as hipdteses de NAWA e ASAHI (33), que afirmam que a
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atividade respiratéria de sementes parece ser dependente de seu
conteldo de agua e de WILSON e BONNER (45) que comprovaram que
sementes secas utilizam o oxigénio muito vagarosamente, em fa-
ce de sua baixa porcentagem de agua. Isso constitui uma justifi
cativa para os cuidados em se armazenar sementes com baixo teor
de agua na sua composigao e em ambientes secos, a fim de se pre

servar o seu poder germinativo.
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CONCLUSTES

1. A cadeia respiratoria de sementes de pinheiro (A=

raucaria angustifolia (Bertol,) O, Ktze.) €& semelhante a de ou-

tros tecidos vegetais e mesmo animais, em alguns de seus aspec-
tos gerais,

2, A alta concentragZo relativa de citocromo ¢ 6 ind{
cio de que a quantidade de agua existente na semente ja & sufi-
ciente para desencadear o processo de desenvolvimento de mito-
condrias, confirmado pelo comportamento bioquimico da fragd3o mi

tocondrial.

3, Os métodos e procedimentos de preparacao da fragao
mitocondrial, mostraram-se apropriados e as maiores dificulda =~

des da técnica de isolamento foram superadas a contento.

4, 0 pico de absorgao da citocromo-oxidase, centrali-
zado em 600 mu, é uma possivel confirmagao de que esse desloca-
mento no sentido do azul, é caracteristica do sistema citocromo

~-oxidase de vegetais,
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