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INTRODUCAO

Uma das principais fontes de alimento utilizadas pelo homenm
sdo as sementes, principalmente de cereais e lequmes. Alimentos
leguminosos geralmente s&o importantes fontes de proteinas (CHUNG
& SATTERLEE apud DEKA & SARKAR, 1990; MARTINEX apud DEKA & SARKAR,
1990; PLATT apud DEKA & SARKAR, 1990) podendo assim auxiliar no
problema de deficiéncia proteica em muitas partes do mundo. Podem
também conter grandes quantidades de carboidratos, 1lipidios,

vitaminas e elementos minerais (OYENUGA, 1980; LOLAS & MARKAKIS

apud DEKA & SARKAR, 1990; UKHUN apud DEKA & SARKAR, 1990),

A familia das leguminosas & composta de aproximadamente 600
géneros de plantas que incluem cerca de 13.000 espécies, das quais
apenas 10 a 15 s8o mais exploradas economicamente (AYKROYD &
DOUGHTY apud SGARBIERI, 1980). Dentre elas, a sub-~-familia
Papilionoidae (Faboideae) & a mais numerosa e pertence a ela a
maioria dos legumes utilizados na alimentacdo. Dentre os géneros
mais utilizados na alimentagdo destacam Pisum, Vicia e Lens no
Oriente Médio; Lab lab, Vigna e Cajanus na Africa e Extremo Oriente
e Phaseolus nas Américas. No Brasil a leguminosa mais consumida na
alimentagdo & o feijdo comum (Phaseolus vulgaris) com um grande
nimero de variedades, seguido pela ervilha (Pisum sativum) e a
lentilha (Lens esculenta). O amendoim (Arachis hypogsaea) e a soja
(Glicine max) s&o consumidos em pequenas quantidades na alimentacdo

humana, a ndo ser na forma de 6lec comestivel e de alguns produtos

industrializados (SGARBIERI, 1980).
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Os carboidratos sdo armazenados como amido na forma de gréios.

Este & o principal material de reserva nas sementes cultivadas como

trigo, arroz, milho e feijdo. Estima-se que sdo incorporadas cerca

de 2.10'° toneladas de carbono por ano no mundo e cerca de 4/5 das

calorias consumidas pelos animais (homem incluso) s&o originarias

do amido de trés tipos de sementes (Triticum, Oryza e Zea) e de

trés tipos de raizes tuberosas (Solanum, Manihot e Dioscorea)
segundo BORGSTROOM, apud JENNER {(1982).

0 amido & formado por amilose e amilopectina que s&o

polimeros de glicose unidas através de ligacbes o 1-4 e

amilopectina com ligagdes x 1-6 que formam assim ramificagdes na
molécula, cuja frequéncia aproximada & de uma ramificag¢8o a cada
dez unidades de glicose. (BANKS & MUIR, 1980). A forma e tamanho
dos grdos de amido & varidvel entre as espécies sendo que o
conteldo de amilose em relagdo ao de amilopectina determina a forma
do grlo. Maiores gquantidades de amilopectina tornam o grdc mais
eliptico e maiores gquantidades de amilose mais esférico (BEWLEY &
BLACK, 1985)., ©O amido & armazenado em organelas chamadas
amiloplastos. Estas organelas podem conter enzimas que participam
na sintese dessa reserva. Sua guantidade & geralmente
espécie-especifica podendo variar de alguns grdos até dezenas
(TZAI & NELSON, 1966; TURNER, 1969; SINGH & JULIANO, 1977;
YAZOLI-SAMADI et al., 1977; CORTELAZZO, 1992).

Em legumes, a reserva de amido & normalmente depositada nas
células dos cotilédones. CGeralmente o acimulo se inicia

concomitante ao acimulo de albumina, e se estende até depois que é

iniciado o amadurecimento do fruto (PATE, 1975).
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A degradacgdo de amido é& feita pela -~amilase, que existe

em pequenas gquantidades nas sementes maduras. Em alguns casos, ha

também um incremento da quantidade de fosforilase e de B-amilase
(VAN ONCKELEN et al., 1977).

Em certas sementes, a maior quantidade de carboidratos de
reserva ndo é& formada por amido mas por outros polisssacarideos,
sendo que os principais podem ser subdivididos em trés grandes
grupos: mananas, xiloglicanos e galactanas. Essas formas de reserva
existem normalmente ao nivel dos endospermas de certas espécies de

Palmae, Umbelliferae e Leguminosae, mas também em cotilédones como

por exemplo em espécies de Lupinus (MEIER & REID, 1982).

Os lipidios sdo outros tipos de reserva das sementes por
exemplo amendoim, girassecl e soja. A maioria sfo lipidios neutros,
fosfolipidios, glicolipidios e esterdis. 0Os 1lipidios sé&o
encontrados nas sementes como gorduras ou ©6leos, dependendo da
quantidade relativa de A&cidos graxos saturados e insaturados
formadores dos glicerideos (BEWLEY & BLACK, 1985).

As proteinas das sementes, segundo OSBORNE (1924), podem ser
divididas em quatro grupos baseados na solubilidade: albuminas,
soldiveis em &agua e tampdes neutros; globulinas, soliveis em
solucdes salinas diluidas; prolaminas, solGveis em &lcool 70% a 90%
e glutelinas, solGveis em solugdes &cidas ou basicas diluidas. A
maior parte das proteinas presentes em leguminosas sio globulinas.
Estudos realizados por DANIELSON (1949), em 34 espécies de legumes,
de 8 tribos diferentes, das quais 29 espécies da sub-familia
Faboideae, revelaram que, com poucas excecdes, todas as globulinas

contém dois coeficientes de sedimentacdo caracteristicos: 75 e 118
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que sdo respectivamente vicilinas e leguminas. Estas proteinas
apresentam diversas subunidades com pesos moleculares gue variam em
geral de 2.000 a 70.000 daltons (BAILEY & BOULTER, 1972; MCLESTER
et al., 1973; DERBYSHIRE et al., 1976).

Uma caracteristica comum a todas as leguminosas & a baixa
concentragdo de metionina e cisteina. A metionina é considerada o
aminodcido limitante do valor biolégicc dessas proteinas por ser
ele nutricionalmente essencial para o organismo animal. A cisteina
apesar de poder ser sintetizada pelos animais, assume muita

importancia em alimentagdo, porgue a sua sintese se da a partir da

metionina, o que reforca a importancia deste aminodcido essencial.
Também o teor dos aminocdcidos sulfurados em leguminosas & muito
baixo (DERBYSHIRE et al., 1976; SGARBIERI, 1980),

A digestibilidade das proteinas e de amido depende em grande
parte da atividade dos inibidores de ¢tripsina e amilase. A
importancia fisiolégica dessas substéncias para a planta ndo &
conhecida, como também se discute muito ainda a importéncia das
mesmas em nutrigdo animal e humana. Varias espécies de sementes de
leguminosas sdo téxicas quando ingeridas cruas, provocando inibicédo
do crescimento e podendo causar a morte de animais de pequeno
porte. O efeito mais direto dos inibidores de tripsina e de amilase
€ o de inibir parcialmente a agdo das enzimas digestivas,
prejudicando a utilizag¢fo bioldégica das proteinas e do amido. Os
valores para a digestibilidade "in vitro", & variavel mesmo entre
variedades de uma mesna espécie (SGARBIERI, 1980). A

digestibilidade & caracaterizada pela diferenca entre a quantidade
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de matéria seca consumida e a quantidade de matéria seca eliminada
pelo animal.

Além da grande importéncia econdmica na alimentacgéo humana.
e animal, as leguminosas sdo também importantes no aproveitamento
do solo, como forrageira e adubo verde. Seu uso para essas
finalidades, n&@o s8o devido apenas ao enriquecimento em matéria
orgdnica proporcionado ao solo e indispensdvel ao melhoramento de
suas propriedades fisicas e quimicas, mas também sua associacgio
simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico

permitindo um incremento adicional considerével desse nutriente no

solo (ROLFE & GRESSHOFF, 1988).

Mucuna & uma das leguminosas mais vigorosas que se conhece,
apresentando cipés com 6 a 8 metros de comprimento. Também é
chamado de feijdo veludo pois seus ramos e frutos sido cobertos de
um leve pélo aveludado. E uma planta anual, exética, originaria
das Antilhas. Mucuna & utilizada como planta forrageira pela sua
excelente composigdo quimica, facilidade de cultura, perfeita
aceitagdo pelo gado tanto verde como fenada. As sementes e vagens
moidas constituem um étimo alimento concentrado, rico em material
nitrogenado e carboidratos. Nas folhas & que reside a maior parte
dos principios alimenticios com a mais elevada digestibilidade.
Também & uma das leguminosas mais utilizadas para adubacdo verde e
silos pela grande quantidade de matéria orgdnica que produz
(MENEGARIO, 1966).

Guandu & uma leguminosa exb6tica, perene e arbustiva. A
principal finalidade da cultura desta planta & a utilizacdo das

sementes para alimentagdo humana. A folhagem e as sementes
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constituem excelente alimento para o gado. Também & utilizado como
feno ou em silos. As sementes podem ser reduzidas & farinha para
alimentagdo do gado, s ou Jjuntamente com vagens. Guandu &
utilizado como adubo verde (MENEGARIO, 1966) .

Lab lab é origindria da India. E uma planta herbacea, perene
mas cultivada como anual. O feijdo & consumido com ou sem casca ha
cozinha de varias partes da India. Além de 6timo adubo verde, esta
leguminosa se apresenta como uma boa forrageira para bovinocultura
(LOVANDINI, 1972). DEKA e SARKAR (1990), realizaram a andlise de

varios cultivares de Lab lab quanto a sua composigdo nutricional

e antinutricional e concluiram que suas sementes podem ser muito
proveitosas como fonte de alimento. Embora haja alta concentracéo
de fatores antinutricionais em todos os cultivares, ndo ha
problemas se o feijdo for devidamente processado, o que ocorre com
um cozimento prolongado.

As sementes de ILab lab podem ser usadas amplamente como
fontes de alimento para o gado , melhorando a gqualidade da produgédo
dada a sua riqueza em proteinas e carboidratos (DEKA e SARKAR,
1990).

Com o advento da agricultura em larga escala, fol necessirio
estocar as sementes produzidas para consumo ou novo plantio. ©
primeiro caso foi mais simples de ser resolvido mas, para a
utilizagdo na agricultura, elas ndo podem perder sua viabilidade e
capacidade derminativa o gque ainda & um problema econdmico
importante (BEGNAMI, 1991).

Altas temperaturas e umidades relativas do ar sdo fatores

decisivos para a aceleragdo do processo de envelhecimento das
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sementes, com consequente perda de viabilidade. InGmeros trabalhos
vem sendo realizados no sentido de explicar as alteragdes sofridas
pelas sementes durante o envelhecimento. Assim, alteracgdes
ocorridas nas membranas celulares (AMABLE & OBENDORF, 1986;
FERGUSON et al., 1990), alteracdes de atividades enzimaticas
(PUNTARULO & BOVERIS, 1990), sintese protéica (OSBORNE, 1983) e
alteragdes no nGcleo e nucléolo (VILLIERS, 1983; BEGNAMI, 1991) sédo
reportadas durante esse processo.

Os tegumentos sdo as estruturas da semente gque entranm

diretamente em contato com o meio externo. Existem poucos dados

sobre a composig¢do e estrutura dos tegumentos de sementes, mesmo
vidveis, gquer elas sejam ortodoxas ou recalcitrantes. Sementes
ortodoxas sd&o aguelas que resistem a baixos teores de umidade senm
perda de viabilidade. Sementes recalcitrantes s3o as que apresentan
um valor critico alto para o seu contedo de umidade (ROBERTS,
1972). Assim, as primeiras sdo mais facilmente estocaveis se
mantidas em baixas temperaturas e teores de umidades.

Outro aspecto importante para o aproveitamento das sementes
para a agricultura & o fato de existirem sementes que mesmo viaveis
ndo germinam devido a varios fatores tais como impermeabilidade da
testa & agua, imaturidade do embrido, presenga de inibidores,
exigéncias especiais de luz, temperatura, etc. (BEWLEY & BLACK,
1982) . Impermeabilidade da testa da semente & um problema que ven
sendo abordado ha alguns anos e sabe-se que algumas substancias ou
estruturas especiais podem provocar esse tipo de dorméncia. Assim,
em Gossypium e Sida ocorre uma deposigdo de lignina no tegumento

que serve como barreira & &gua (REEVES & VALLE, 1932; EGLEY et al.,
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1986). Além dessa substdncia, a presenca de suberina entre as

células paligddicas de Cercidium floridum (SCOTT et al., 1962),

cuticulas espessas ou depdsitos externos de cera em diversas

espécies de Prosopis (TRIVEDI et al., 1979; VALENTI et al., 1986;

BEVILACQUA et al., 1987) e fendis em variedades de testa rigida de

soja (HARRIS, 1987), podem causar uma dorméncia devida a
impermeabilidade da testa & &qua.

A testa da maioria das sementes impermedveis, principalmente

em leguminosas, apresenta caracteristicas anatémicas especiais que

-

conferem rigidez ao tecido. Assim, é comum a presenga de uma camada

de células em palicada com macrosesclereideos e abaixo desta,
osteoesclereideos {ROLSTON, 1978). Em leguminosas, os
ostecesclereideos apresentam forma de ampulheta (CUTTER, 1978).

Estudos recentes com Bixa orellana (AMARAL, 1990) mostraram
que para essa espécie, ocorre provavelmente uma deposicio de
hemiceluloses na regido da testa, que & dura e impermeavel.
Resultados gue vem sendo obtidos para Delonix regia ({(Leguminosae,
Caesalpinoideae) por PAPP & CORTELAZZO (comunicag¢do pessoal), tem
mostrado o mesmo padrdo de resultados obtidos em urucum.
Entretanto, faltam na literatura informac¢des detalhadas sobre as
analises de tegumentos de sementes permedveis, tanto ao nivel
citoquimico, como bioguimico.

Guandu, Lab lab e Mucuna sic sementes ortodoxas e gue ndo
apresentam nenhum tipo de dorméncia. Assim, podem ser consideradas
como bons modelos para aumentar o nimero de informagdes sobre as

caracteristicas anatémicas e composicdo quimica de sementes com
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esses predicados, normalmente menos estudadas, por ndo apresentarem
0os problemas comentados anteriormente.

Do mesmo modo, dada a importéncia dessas espécies na
alimentagdo, adubagdo e forragem, a maior parte dos trabalhos sobre
as mesmas, aborda esses aspectos economicamente importantes, sendo
muito restritos os dados existentes sobre a localizacdo e
caracterizagdo de suas reservas e, principalmente, de seus

tegumentos.

Assim, 0 presente trabalho teve como principal objetivo
o estudo das sementes de Feijdo Guandu, Lab lab e Mucuna com a

finalidade de:

1. Caracterizar, ao nivel citoguimico e bioquimico,
as principais reservas presentes nos cotilédones dessas

sementes.

2. Caracterizar, principalmente ao nivel citoquimico e

anatémico, os tegumento dessas sementes.

3. Comparar os resultados obtidos pelos métodos
utilizados, ao nivel dos cotilédones e tegumentos, aos resultados
existentes para outras espécies, principalmente de testa

impermedveis,
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MATERIAIS E METODOS

1. Sementes.

No presente trabalho foram utilizadas sementes de trés
leguminosas da sub-familia Faboideae: Cajanus cajan L. Mill. SP

Fava Larga (Guandu); Lab lab purpureum L. Sweet. - TAC-697 (Lab
lab) e Mucuna aterrima - IAC (Mucuna preta), obtidas na Sessdo de

Sementes do Instituto Agronémico de Campinas. Os conteldos de
matéria fresca (MF) e seca (MS) (determinada apdés secagem em estufa
a 80C) foram determinados em balanga analitica. De cada uma das

espécies foram utilizadas 40 sementes e determinada a média.

2. Curva de Embebigdo.

Uma curva de embebigdo foi feita a partir da detecgio da MF
de trés lotes (10 sementes/lote) de cada uma das espécies, com
posterior pesagem apbs 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24, 36 e 48 horas de

g

embebicdo em 50 ml'agua destilada. Os resultados foram expressos em

porcentagem sendo considerada igual a 100% a MF inicial.



11

3. Analise '"in situ'.

A andlise "in situ" foi feita nos tegumentos e cotilédones
das trés espécies utilizadas. Assim, procedeu-se a separacio dessas
estruturas antes do inicio da fixagdo, exceto em alguns casos,

especificados no texto.

3.1. Fixagdo.

Tegumentos e cotilédones foram subdivididos em trés
diferentes lotes e fixados nas seguintes solugdes e condicdes:

12 porgao: Solugdo de paraformoldeido (4%) e glutaraldeido
(2,5%) em tampdo fosfato de sb6dio 0,1M, pH 7,4 (PF). A fixacg¢do foi
durante 48 horas a 5 °C (KIERNAN, 1981). Apds esse tempo foram
colocados durante 72 horas em A&acido fluoridrico e a seguir,
lavados por um periodo de 24 horas em agua corrente (MAIA, 1979).

22 porg¢ao: Solugdo contendo 3 partes de etanol 100% e 1 parte
de &cido acético glacial (EA) v/v. Os materiais foram fixados
durante 30 minutos a temperatura ambiente (MAIA, 1979). Apds este
periodo, procedeu-se da mesma forma j& descrita para a 12 porcgéo.

32 porgde: A fixacdo fol em solugdo aquosa de formol a 10%
durante 48 horas a 5 °C e lavado durante 24 horas em A&gua

corrente (MAIA, 1979).
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3.2. Processamento apdés Fixacdo.

Os materiais submetidos a primeira e segunda fixagdes (PF e
EA), permaneceram 72 horas no &cido fluoridrico e apds lavagen
durante 24 horas em &gua corrente foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol, de 70% a 100%. A seguir foram
colocadas em xilol por 30 minutos e incluidos em parafina. Foranm
feitos «cortes longitudinais (tegumentos e cotilédones) ou

transversais (cotilédones) com 8 um de espessura utilizando

micrétomo manual R-Jung-Heidelberg. Os cortes foram
desparafinizados em xilol e metanol:cloroférmio (1:1) e
reidratados em etanol (100% a 70%) (LISON, 1960).

Os materiais fixados em formol a 10% foram cortados com 20 um
de espessura em micrétomo de congelacgdo, coletados diretamente em

laninas e deixados secar ao ar.

3.3. Microscopia de Polarizagido.

Cortes feitos manualmente (com lamina de barbear) e a fresco
foram colocados em ladmina, imersos em Agua, lutados com esmalte e
observados em microscopio Zeiss adaptado para a polarizagdo , com
analisador e polarizador cruzados, para a visualizagdo da
birrefringéncia das paredes celulares e dos grdos de amido (VIDAL,

1987).
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3.4. Microscopia Eletrdénica de Varredura (MEV).

Os tegumentos foram enviados ao CERMAV (Centre de Recherches
sur les Macromolecules Vegetales) em Grenoble, Franca, onde foram
cortados manualmente, desidratados rapidamente em acetona e
recobertos por ouro vaporizado. Os materiais assim processados
foram observados em microscopio eletrdnico de varredura (JEOL-JSM

6100) a 10 KV de tensdo e forografados.

3.5. Coloragodes.

3.5.1. Safranina e Azul Astra (SA).

Para uma visualizagido geral dos tecidos, cortes dos materiais
fixados em PF e EA foram corados com solugdo de safranina a 1,5% em
etanol 50% durante 30 minutos, colocados em etanol a 50% por 5
minutos e a seguir submetidos a quatro banhos de &qua destilada.
A contra coloragdc foi feita com solugdc agquosa de azul de astra a
1% durante 1 minuto e o excesso de corante retirado com A&gua
destilada, seguindo-se desidratacdo com etanol 95% e 100%.

(JOHANSEN, 1940).
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3.5.2. Azul de Toluidina (AT).

Para a detecgdo de grupos anidnicos e metacromasia foi
utilizado a metodologia seqgundo VIDAl (1977). Os cortes obtidos dos
materiais fixados em PF e EA, foram corados durante 15 minutos em
solugdo de AT 0,025% em tampao McILVAINE a pH 4,0, lavados em agua

destilada e secos aoc ar.

3.5.3. Azul de Alcian (aA).

Para detecgdo de aglcares &cidos fol utilizado o método de
MELLO E VIDAL (1980). Os cortes foram fixados em EA e corados
durante 30 minutos com AA a 1% em &cido acético 3%, pH 2,5
(aglcares A&cidos totais) ou com AA 1% em HCl 0,1 N, pH 1,0

(aglcares sulfatados).

3.5.4. Método do PAS .

Como forma de evidenciar os polissacarideos neutros, cortes
obtidos apdés fixagdo em EA foram submetidos ao método do PAS. Os
materiais foram oxidados durante 9 minutos com &dcido periédico a
0,5%, lavados em agua destilada e secados ao ar. A seguir, foram
colocados em Reativo de Schiff (LILLIE, 1954) durante 15 minutos

no escuro. Apdés a coloragdo foram submetidos a trés banhos
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consecutivos de 3 minutos cada em adgua sulfurosa (18 partes de agua
destilada, 1 parte de HCl 1 N e 1 parte de metabissulfito de sédio
10%), seguidos de uma rapida desidratacdo em etanol 95 e 100%

(MELLO & VIDAL, 1980).

3.5.5. Xylidine Ponceau (XP).

Para a detecgdo dos radicais catiénicos, cortes obtidos da

fixagdo em PF foram corados por 15 minutos em XP a 0,1% em &cido
acético a 3%, pH 2,5 a temperatura ambiente. Apés a coloragio, os
materiais foram lavados em &cido acético 3% durante 30 minutos,

desidratados em etanol 95% e 100% (VIDAL, 1970).

3.5.6. Ferricianeto Férrico (FF).

A detecgdo de compostos redutores foi feita nos cortes de
sementes com casca e fixadas em PF. Os cortes desses materiais
foram tratados durante 10 minutos em solucdo aguosa de ferricianeto
de potassio a 0,1%, e cloreto férrico a 0,75%. Apds esse tempo, os
cortes foram lavados em acido acético a 1%, desidratados em etanol

95% e 100% (LISON, 1960).

Apbés os métodos de coloragdo acima descritos, as laminas
permaneceram durante 10 minutos em xilol e a seguir foram montadas

em Balsamo do Canada.
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3.5.7. 8udan Black (SB).

Cortes obtidos com o micrétomo de congelagdo foram corados
durante 30 minutos em solugdo de SB a 0,7% em etanol 70% lavados

rapidamente em &lcool 70% e deixados secar ao ar, sendo

posteriormente montado em &gua (MAIA, 1979).

Todas as observagdes foram realizadas em microscopido Zeiss com

sistema fotografico acoplado.

4. Extracio de Lipidios, Carboidratos e Proteinas.

Todas as extracgdes foram realizadas em triplicata a partir de
0,5 g de farinha obtida apbés moagem dos cotilédones das trés
espécies estudadas. As centrifugag¢des foram em centrifuga Beckman

refrigerada, rotor JA-20.

4.1. Lipidios e Ag¢licares livres.

Para a extragdo de lipidios e aglicares livres, os materiais
foram colocados em 10 ml de metanol, cloroférmio e &gua (MCW)
12:5:3 v/v/v e submetidos a trés centrifugag¢des de 10.000 rpm
durante 10 minutos cada. A seguir foram estocados a -20 °C. Para

cada quatro volumes dos sobrenadantes obtidos foi acrescentado um
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volume de metanol e um volume e meio de Agua destilada. As solugdes
foram colocadas em funil de decantagdo durante 48 horas. Apds esse
tempo, as fases inferiores foram recolhidas e os solventes
evaporados. A sequir o residuo foi pesado e obteve-se os valores
para lipidios. As fases superiores foram recolhidas e submetidas a

dosagem de agicares livres.

4.2. Polissacarideos Solliveis em Agua e Amido.

Os precipitados da centrifugag¢do anterior foram submetidos
a duas novas centrifugagdes de 10.000 rpm durante 10 minutos. Apés
cada centrifugagdoc o precipitado foli solubilizade com 10 ml de
dcido tricloroacético (TCA) a 10%. Com os sobrenadantes foram
feitas dosagens de WSP. Apés as duas centrifugacdes com TCA a 10%
os precipitados foram solubilizados com 10 ml de Acido percldérico
(PCA) a 30% e centrifugados durante 15 minutos a 15.000 rpm. Os
precipitados desta dltima centrifugacdo foram solubilizados e
centrifugados nas mesmas condi¢des por mais quatro vezes. Com os

sobrenadantes foram feitas dosagens de amido.

4.3. Proteinas.

Extragtes com MCW foram realizadas nas mesmas condicdes

especificadas no item 4.1 de materiais e métodos. Os precipitados

obtidos foram deixados em 10 ml de NaOH 0,1 M durante 16h a 4 °C e
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centrifugados a 13000 rpm durante 15 minutos. Aos sobrenadantes
obtidos foi adicionado PCA para uma concentracgio final de 5% e
incubados durante 1 hora a 4 °C. Apbs esse periodo foram mantidas
durante 10 min a 90 °C e a seguir centrifugadas. Os precipitados
foram ressuspendidos em NaOH 0,1 M e submetidos a dosagem de

proteinas.

5. Dosagem de Carboidratos e Proteinas.

5.1. Dosagem de Carboidratos.

A dosagem de WSP, amido e aglicares livres foi feita pelo
método de antrona (McCREADY et al, 1950). Duzentos mg de antrona
foram colocadas em 100 ml de &cido sulflGrico a 95%. Para cada 1
ml de cada amostra fol acrescentado 2 ml do reagente de antrona.
Apbs agitagdo, os tubos foram aquecidos e mantidos durante 5
minutos em dgua fervente, (SCOTT & MELVIM, 1953). As leituras das
absorbancias foram feitas a A=620 nm. Os valores encontrados foram
confrontados aos obtidos a partir de curva padr3c feita com
solugdes aquosas de dextrose com concentrag¢des crescentes (10 a 60
Mg/ml). Para o calculo do amido, os resultados obtidos foram

multiplicados pelo fator 0,9 (McCREADY et al., 1950),
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5.2. Dosagem de Proteinas soliiveis em NaOH 0,1 M.

O conteldo proteico foi determinado pelo método da BRADFORD
(1976). O reativo de Bradford foi preparado com Coomassie Blue
G-250 {(0,01%) dissolvido em etanol absoluto e &cido ortofosférico
(8,5%). A solugdo foi filtrada. A curva padrdo foi feita a
partir de soroalbumina bovina (BSA) com concentracgdes de 10 a 100

gg/ml. As leituras foram realizadas em A=595 nm.

6. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com 8DS (SDS=-PAGE)

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) com SDS foi
feita sequndo ZINGALES (1984). As amostras analisadas foram
preparadas em tampdo redutor (Tris HC1 62mM, pH 6,8;
2-Mercaptoetanol 0,2% e Azul de Bromofenol 0,01%) ou ndo redutor
(Tris HCl1 62 mM, pH 6,8 e Azul de Brmofenol 0,01%) e fervidas
durante 3 minutos. O tampdo utilizado na eletroforese foi Tris 25
mM, glicina 190 mM e SDS 0,1%. Para cada placa foram aplicados 15
mA durante 2 horas e 30 minutos. Padrdes de peso molecular
{Pharmacia Fine Chemicals~Uppasala, Sweden) , foram sempre
analisados em paralelo e continham B-galactosidase (116.000),
fosforilase (97.000), sorcalbumina bovina (66.000), ovoalbumina
(45.000) e citocromo C (12.000). A coloragdo foi feita pelo
Comassie Blue R 250 a 0,2% em &cido acético 10% e metanol 50%
durante uma hora e meia, e descoloragido em metanol 50% e &cido

acético 10%.
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7. Andlise de Aglcares.

Cotilédones e tegumentos foram liofilizados
separadamente, moidos e enviados para andlise cromatografica dos
aglicares no laboratério de bioquimica do CERMAV. Cerca de 5 mg
de cada farinha obtida foram deixados em H,S50, a 72% durante 16h a
temperatura ambiente em tubos de ensaio. Apds esse tempo, foi
adicionado 0,5 ml de solugdo de inositol 1 mg/ml (padrdo) e &gua
destilada para diluir a solugdo para 1 N de H,S0,. Apbs serem
selados, os tubos foram mantidos a 100 °C durante 6 h para término
da hidr6lise. Procedeu-se entdo a neutralizagéo com carbonato de
bario e filtragdo. Os aglcares foram reduzidos com boroidreto de
sbédio na concentragdo de aproximadamente 20 mg/10 mg de aglcar,
durante 16 h e acetilados com piridina / anidrido acético (1h30min
a 100 °C) sendo entdo injetados em cromatégrafo a gas (JOSELEAU &
CHAMBAT, 1984). Foi realizada a dosagem de acglcares A&acidos

segundo método de BLUMENKRANTS & ASBOE-HANSEN (1973).
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RESULTADOS

1. Curva de Embebigdo.

Sementes de Guandu apresentaram um contetdo de matéria fresca
de 187120 mg e matéria seca de 161+19mg. Esses valores para Lab lab

foram de 243435 mg e 221%#31 mg e para Mucuna, de 672%130 mg e

6301123 mg. Os valores obtidos para a variagdo de matéria
fresca durante a embebigdo encontram-se na Figura 1. Pode ser
notado que Lab lab apresenta uma embebigdo um pouco mais rapida do
que Guandu. Essa diferenca se manifesta mais claramente entre 5
e 12 horas de embebigdo. Apdés esse tempo, as duas espécies
apresentaram valores iguais a cerca de 210% da matéria fresca
inicial. A partir de 36 horas de embebicdo, pode se observar a
germinagdo de infimeras sementes dessas duas espécies.

Mucuna apresentou uma embebigio nitidamente mais lenta que
Guandu e Lab lab. Até 12 horas de embebigdo, a entrada de agqua foi
bastante pequena (menor que 20% em relagdo a matéria inicial). Apés
esse tempo, houve um aumento significativo do teor de &gqua e,
apesar da grande variacdo observada, os resultados atingiram
valores proximos ao dobro da matéria inicial (Figura 1). As
sementes de Mucuna comegaram a germinar apenas apds 48 horas de

embebicgdo.
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2. Andlise "in situ" dos Cotilédones.
2.1. Caracterizagao Geral

As trés espécies analisadas foram coradas com SA utilizando
dois tipos de fixadores: PF e EA. Os materiais foram melhor
preservados com PF como mostram as Figuras 2 a 4. Em todos os
casos, as paredes celulares foram coradas pelo azul astra emwmos
citoplasmas o aparecimento de granulos ndo corados e circundados
por material safranina positivo. O Guandu apresentou granulos
citoplasmaticos em menor nimeroc e maior tamanho gue as outras duas
espécies (Figura 2). Lab lab teve seu contelddo citoplasmatico
bastante corado e apresentou grédnulos em maior nGmero e menor
tamanho (Figura 3). Os citoplasmas das células cotiledonares de
Mucuna foram intensamente corados chegando a camuflar os grénulos
ndo coradeos (Figura 4).

Os materiais fixados em EA mostraram uma maior contragdo do
conteldo citoplasmatico e uma menor afinidade pela safranina (dados

nao apresentados).

2.2. Polissacarideos.

Os materiais corados com PAS foram fixados em EA. Embora
esse fixador ndo tenha preservado bem os tecidos, as trés espécies
mostraram resultado positivo ao método, confirmando a presenca de

polissacarideos neutros e glicoproteinas (Figuras 5 a 7).
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Figuras 2-4: Cortes de
cotilédones fixados em PF e
corados pela safranina e azul
astra. Em todos os <Casos,
nota-se as paredes celulares
coradas pelo azul de astra.e o]
contetdo citoplasméatico
safranina positivo que
circunda inGmeros  glébulos
nio corados (# ). Guandu (2).
Lab lab (3). Mucuna (4).

Aumento: 420 X.
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Figuras 5-7: Cortes corados
pela reagdo do PAS em materiais
fixados pelo EA para Guandu
(5), Lab lab (6) e Mucuna (7).
Sido évidenciadas as paredes
celulares (-) e 0 material
citoplasmdtico. Em todos os
casos, houve uma contra¢do dos
citoplasmas em Trelagdo &s

paredes. Aumento: 420 Xx.
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As paredes celulares foram intensamente coradas. Quando
coradas com AT pH 4,0, as trés espécies apresentaram metacromasia
nas paredes celulares (Figuras 8 a 10). Aparentemente a
metacromasia & menos acentuada em Lab lab. Em todas as espécies
pode ser observada a presenca de plasmodesmos. O contetido
citoplasmatico foi levemente corado, principalmente em Mucuna e nos
limites dos grénulos ndo corados por este método.

As figuras 11 a 13 mostram os resultados obtidos com o AA em
pH 1,0, indicando a presenca de polissacarideos sulfatados. Os

materiais corados pelo AA pH 2,5 apresentaram-se um pouco mnais
corados (dados ndo apresentados). Esses polissacarideos estéo
concentrados nas paredes das células cotiledonares.

Observa¢des em microscopia de polarizagdo mostraram gue os
cotilédones exibiam formag¢des de Cruz de Malta (Figuras 14 a 16),
que caracteriza a presenca de amido. E notavel também a

birrefringéncia das paredes celulares.

2.3. Material Protéico.

As trés espécies apresentaram um conteldo protéico bastante
corado pelo XP pH 2,5 (Figuras 17 a 19). O material protéico foi
corado em vermelho pode ser notado envolvendo gradnulos ndo corados
onde estdo as reservas de carboidratos das sementes. Mais uma vez
pode ser observada maior quantidade de granulos em Lab lab (Figura

18) do que Guandu (Figura 17) e Mucuna (Figura 19).
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Figuras 8-10: Resultados
obtidos com AT pH 4,0 em cortes
de cotilédones fixados em PF.
Esta coloragdao mostrou as
paredes celulares
metacromidticas e citoplasma com
coloragdo menos intensa, sendo
um pouco mails evidente em
Mucuna e na regido limitrofe
dos grdos de amido. Guandu (8),
Lab lab (9) e Mucuna (10).

Aumento: 420 X.
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Figuras 11~-13: Cortes de
cotilédones fixados em EA apbs
coloragdo com AA a pH 1,0. As
pared'es celulares das trés
espécies analisadas estéo
coradas. Guandu (11), Lab lab
{12) e Mucuna (13). Aumento:

420 x.
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Figuras 14-16: Cortes manuais e a fresco dos cotilédones de Guandu
(14), Lab lab (15) e Mucuna (16) vistas em microscépio de
polarizagdo com analisador e polarizador cruzados. Pode ser notada
a presenga de grdos de amido, maiores e em menor nimero em Guandu
e Mucuna. As paredes celulares (’) também sdo evidenciadas, devido

a birrefringéncia de seus biopolimeros. Aumento: 130 x.
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Figuras 17-19: Cortes de
cotilédones corados pelo XP a
pH 2,5 apds fixacdo em PF. O
material protéico foi corado em
vermelho e se apresenta
disperso por todo o
citoplasma, envolvendo os graos
de amido ( % ). Uma estrutura
mais globular do material
XP-positivo & notada apenas em
Mucuna. Guandu (17), Lab lab
(18) e Mucuna (19). Aumento:

420 X.
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2.4. Lipidios,

A coloragadao com Sudan Black (Figuras 20 a 22) revelou maior
quantidade de lipidios em Mucuna (Figura 22) e isso foi confirmado
no método de extracdo e dosagem dessas moléculas. 0O material
hidrofébico estd situado no citoplasma das células cotiledonares,
envolvendo os gréanulos de amido, como ja descrito para SA e XP. Em

Mucuna pode ser notada maior coloragdo nos envoltdrios dos corpos

proteicos (Figura 22).

3. Analise "in situ" dos Tegumentos.

Na coloragdo dos tegumentos pelo o método do PAS as trés
espécies apresentaram uma forte reacdo positiva, indicando a
presenga de polissacarideos neutros. Em Guandu e Lab lab a camada
de osteocesclereideos se mostrou mais evidente (Figuras 23 e 24)
quando comparado com Mucuna (Figura 25) onde essas estruturas nao
foram bem preservadas. Em Guandu e Lab lab a colorag¢io foi mais
homogénea em toda a casca desde a camada palicada até a camada de
osteoesclereideos. Em Mucuna a coloragdo foil menos intensa na
regido apical da palicgada (Figura 25).

A coloragdo com AT pH 4,0 indicou um comportamento
diferenciado das trés espécies. Em Guandu a metacromasia fol mais
evidente nos 2/3 inferiores das células, a partir da regido basal.
A porgdo mais apical das células apresentou uma coloracdo mais

azulada (Figura 26). Em Lab 1lab, pode ser notada uma menor
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Figuras 20-22: Cortes de
cotilédones corados pelo Sudan

Black apds corte em congelagao.

0 material hidrofébico aparece
corado em negro. Guandu (20),
Lab lab (21) e Mucuna (22) .
Nota-se uma maior coloragdo nas
células de Mucuna em relagédo as
duas outras espécies, seguida
pelo Guandu. A visualizag&ddos
limites dos glébulos de
proteinas é mais facilmente
obtida em Mucuna que nas demais

espécies. Aumento :420 X.
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Figuras 23-25: Cortes
transversais dos ‘tegumentos

submetidos & reagdo do PAS.

Todos os tegumentos estao
fortemente corados. Guandu
(23). Lab lab (24). Mucuna

(25). Em Guandu e _Lab lab
houve uma melhor preservagao
dos osteosclereideos (—s) Os
quais estdo bastante corados.
Em Mucuna, a regido apical da
palicada (%) foi menos corada
que o resto das paredes

celulares.Aumento: 420 Xx.
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Figuras 26-28: Cortes
transversais dos tegumentos
apbds coloracgao pelo AT pH 4,0.
Ocorreu metacromasia das
paredes sendo mais evidente enm
Guandu (26) que em Lab lab (27)
e também intensa em Mucuna
(28). Guandu e Mucuna
apresentam a regido apical da
paligada menos corada (M%) em
contraste com a maior
homogeneidade das células
palicddicas de Lab 1lab.

Aumento: 420 x.
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metacromasia e uma maior homogeneidade na coloragdo (Figura 27).
Mucuna apresentou uma metacromasia menos intensa ao nivel da
palicada em relacéc as paredes das células de ostecesclereideos e
do parénguima tegumentar. Além disso, a regido apical se apresentou
menos e mais homogeneamente corada gue as demais. Na porcdo basal,

pode ser observado o actmulo de material de cor marrom (Figura 28).

As trés espécies apresentaram pouca coloragdo com AA pH 1,0

(Figuras 29 a 31). Em Guandu, ha uma predomindncia dos

polissacarideos na regiso mais apical da camada palicadica (Figura
29). Contrariamente, em Lab lab observou-se uma maior coloragao nas
regides mais basals e o mesmo ocorreu com Mucuna (Figuras 30 e 31
respectivamente). A regido de células parenguimdticas
apresentou-se mais corada do gue a palicada nos trés casos
analisados. Em Guandu e Mucuna, aparece uma colorag&o marrom que se
deve provavelmente a pigmentos da casca. Em ambos os casos esta
pigmentacdo €& predominante na regido basal da paligada,
principalmente no caso de Mucuna.

Nas trés espécies, houve maior coloragdo por AA pH 2,5, e a
pigmentag¢dc marrom ficou menos aparente. A casca de Guandu
apareceu mais corada na regido basal (Figura 32) enguanto gue enm
Lab lab (Figura 33) a coloracdo foi mais homogénea ao longo dessas
células, exceto na regido bem prdxima do seu apice. Em Mucuna

(Figura 34), houve uma maior coloragdc no terg¢o apical da palicgada.

As cascas de Guandu e Lab lab, (Figuras 35 e 36) apresentaranm

uma boa reacdo ao XP demonstrando a presenca de proteinas. Ja en
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Figuras 35-37: Cortes
transversais dos tegumentos
apés coloragdo com XP pH 2,5.

Em Guandu (35) pode ser visto
um maior actimulo de material
corado na porg¢do apical da
paligada (—}. Enguantc que em
Lab lab (36). A coloragao foi
ligeiramente maior nas
extremidades das células (V).
Em Mucuna (37) as paredes
celulares praticamente ndo
foram corados pelo XP. Aumento:

420 Xx.
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Mucuna (Figura 38), houve apenas uma leve coloracio ao nivel do
tegumento. Pode ainda ser observado um maior aclGmulo de material
XP-positivo no Aapice das células da paligada em Guandu (Figura
35).

A reagdo com ferricianeto férrico (Figuras 38 a 40) revelou
uma maior deposigdo de corante nas cascas de Mucuna (Figura 40) em
relagdo as demais. Guandu e Mucuna tiveram suas regides basais mais
coradas (Figura 38 e 40). Em Lab lab (Figura 39) guase ndo houve

reagcdo positiva, exceto na porgdo mais central e basal da palicada.

0 resumo dos resultados das diversas coloragdes realizadas ao
nivel dos tegumentos, estdo representados na Tabela 1.

Ao microscdpio de polarizacdo pode ser observado a forte
birrefringéncia das paredes celulares das camadas palicadicas e dos
osteoesclereideos (Figuras 41 a 43). Novamente em Mucuna, os corpos
marrons também detectados pelos outros métodos, foram evidenciados
com uma diminuigdo da birrefringéncia nesses locais (Figura 43). As
paredes celulares da camada parenquimidtica apresentaram-se também
birrefringéntes, mas também mais finas que aquelas da palicada.

0s resultados obtidos pela microscopia eletrénica de
varredura encontram-se nas Figuras 44 a 46. Podem ser notadas em
todos os casos as células da paligada com suas paredes celulares
espessas e fibrilares. Essas camadas possuem células com cerca de
100-110 um de comprimento para Guandu e Lab lab e cerca de 130-140
pm para Mucuna. Na regido dos osteoesclereideos pode ser vista sua
forma colunar caracteristica. Essas células apresentam
comprimentos maiores para Mucuna e Lab lab, entre 40 e 50 um,

seguidas do Guandu, com cerca de 25-35 um.
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Figuras 41-43: Cortes transversais a fresco dos tegumentos,

observados ao microscdpio de polarizagdo. Notar a forte
birrefringéncia da paligada (&) das trés espécies analisadas assim
como a camada de osteosclereideos (). Guandu (41), Lab lab (42)

Mucuna (43). Parénquima tegumentar (sfe). Aumento: 130 Xx.
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A camada parenquimatica (visualizada nas Figuras 44 a 46)

apresentam cerca de 200 um para Mucuna e Guandu e 150 um para Lab

lab.

4. Extrag¢des e Dosagens.

A principal reserva das sementes anhalisadas é& o amido,
sequido das proteinas. Nas dosagens de aclcares, o amido
representou a maior porcentagem. Em Guandu essa reserva

apresentou seus maiores valores, atingindo mais de 50% da sua
matéria seca enguanto que Mucuna apresentou os menores valores
(40%). Os niveis de polissacarideos soldveis em &gua (WSP) e
polissacarideos livres foram baixos em todas as espécies analisadas
(Tabela 2).

Nas dosagens de proteinas, foram obtidos valores semelhantes
para Guandu e Mucuna gue apresentaram 19,1% e 17,4% da Ms,
respectivamente. Em Lab lab foram obtidos valores superiores e que

representam cerca de 26% da matéria seca dos cotilédones (Tabela

2).

Lipidios foranm deteétados em pequenas quantidades (Tabela
2). Em termos dessa reserva, Guandu e Lab lab apresentam a mesma
gquantidade, 13,5 e 13,6 mg/g de MS respectivamente. Mucuna

apresentou uma gquantidade maior 18,2mg/g de MS.
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S. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS.

Os resultados obtidos em SDS-PAGE (Figura 47) mostraram uma
grande populagdo de proteinas nas trés espécies estudadas. Nas
amostras ndo contendo Me ("slots"™ 6 a 8) pode ser notada uma certa
quantidade de proteinas que nd3o penetraram no gel, j& na presenca
desse agente redutor este ndo ccorre ("slots" 2 a 4)

As proteinas mais proeminentes entre as trés espécies estdo
em torno de 100 e 50 KPa. Em Guandu as proteinas mais evidentes sao

de 100 e 66 'KPa ("slots" 2 e 6). Varias proteinas podem ser vistas
acima de 116 Kba em Guandu sem Me ("slot" 6) e quatro proteinas
entre 50 e 19 Kba ("slot"2) que aparecem pouco evidentesnas outras
espécies. Uma proteina de 116,5 KbBa aparece somente em Guandu com
’e sem Me. Em Lab lab & caracteristica a proteina de 45 kP&, que
estd malis proeminentemente nos "slots" com e sem Me. ("slots" 3 e
7, respectivamente). Outras duas proteinas mais evidentes em Lab
lab =80 as de 92 e 68 K£§? Mucuna apresenta uma proteina com 68
¥Pa bastante evidente. Também outras trés proteinas de menor peso
molecular s8o vistas mais proeminentes em Mucuna do que nas
outras espécies: uma com 36,5, outra com 27,5 e a Gltima com 18,5

Do
kba ("slots" 4 e 8). Mucuna e Lab lab apresentam uma proteina de

113,5 Kkba que nio aparece em Guandu.
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47
36,5

275
18,5

Figura 47: SDS-PAGE (12,5% acrilamida) dos extratos das sementes de
Guandu, Lab lab e Mucuna. 1- padrdo de peso molecular (B
—galactosidase—llG-KBg?lfosforilase 97 KDa; albumina 45 KDa). 2-
Guandu com Me, 3- Lab lab com Me; 4-Mucuna com Me; 5- padrdo de
peso molecular (BSA 66 KDa e Citocromo C 12 KDa); 6- Guandu sem Me;
7- Lab lab sem Me; 8- Mucuna sem Me. Condigdes: 15 mA/2:30 h.

Coloracdo Coomassie Blue.
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6. Andlise dos Aglcares presentes em Cotilédones e

Tegumentos.

Os resultados obtidos para os aclicares dos cotilédones apés
hidrélise acida sdo mostrados na Tabela 3. Valores mais altos
foram obtidos para Guandu (54%) seguido de Lab lab (46%) e Mucuna
(40%) em relagdo a matéria seca. Os conteiddos de galactose e

arabinose foram significativos sendo maiores em Mucuna do que nas
outras espécies. Apenas Guandu e Lab lab apresentaram um conteGdo

mensGravel de xilose. Os maiores valores foram obtidos para a
glicose que foi superior para Guandu (464 mg/g de MS) seguido por
Lab lab com 412 mg/g de MS. Mucuna apresentou o valor mais baixo,
com 318 mg/g de MS (Tabela 3).

As andlises dos aglcares presentes nos tequmentos das trés
espécies estudadas encontram-se descritas na Tabela 4. Pode ser
notada uma predomindncia de glicose e um conteddo baixo de ramnose
e manose para as trés espécies. Arabinose representou entre 8 e 10%
do total de aguicares, com um conteldo porcentual ligeiramente menor
em Guandu (8,1%) do que em Lab lab (9,4%) e Mucuna (8,8%).
Entretanto, as quantidades desse aglicar sdo as mesmas para as trés
espécies. O contelido de xilose foi progressivamente maior a partir
do Guandu (110mg/g de MS), Lab lab (141 mg/g de MS) e Mucuna
(149mg/g de MS). Para glicose, Guandu aprésentou a maior
quantidade (466 mg/g de MS) ndo havendo diferenca entre Lab lab

(351mg/g de MS) e Mucuna (331 mg/g de MS) desse agiicar (Tabela 4).
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DIScUSsio

Com a finalidade de melhor acompanhar as discussdes aqui
apresentadas s&o esclarecidos em ANEXO, (vide pagina 69 ), os

mecanismos de agdo dos corantes empregados.

1.Cotilédones.

Guandu, Lab lab e Mucuna produzem sementes ndo endospérmicas.

Assim, todas as suas reservas estdo concentradas nos cotilédones e
eixos embriondrios. As sementes analisadas apresentaram o amido e
proteinas como principais materiais de estocagem. Entretanto, houve
reagdo positiva ao Sudan Black, cuja caracteristica & a de
interagir com o material hidrofébico presente (MAIA,1979). A pouca
quantidade de lipidios detectada por esse método foi confirmada
pela extragdo com MCW, inclusive quando uma maior quantidade foi
observada em Mucuna.

Nas sementes de Guandu e Lab lab, foram encontrados cerca de
1,4% de lipidios. ANELLI & NUTI (1978) obtiveram uma taxa superior
(3%) para Lab lab (cultivar rongai). Segundo a Academia Norte
Americana de Ciéncias (NAS) 1979, os dgraos secos dessa espécie
contém 1,1% de 6leo o gue sugere gue a variedade rongal apresenta
um maior teor de lipidios.

A analise dos Oleos presentes em Mucuna and (ULIAN, 1981)
revelou um valor de 12,4%. SOUZA (1987) obteve um valor de 6,88%
nas dosagens enquanto que os valores obtidos no presente trabalho

para essa espécie foram baixos (2%). Esses autores também
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encontraram amido e proteina como as principais reservas das
sementes de Mucuna. Outro fator a ser destacado & a diferenca entre
os valores obtidos para diferentes variedades o que poderia
justificar os resultados encontrados.

A fixagdo do material com etanol e &cido acético provocou uma
contragdo drastica do material citoplasmitico em relagdo as paredes
celulares sendo utilizada somente nos casos absolutamente
necessarios como na reacgdo do PAS.

0 uso de acido fluoridrico para o amolecimento de tecidos
lenhosos € uma pratica antiga e comum (JOHANSEN, 1940).
Entretanto, os resultados demonstraram que ele pode alterar a
sensibilidade dos grdos de amido ao ataque do &cido periédico na
reacdo do PAS, uma vez que ndo houve a eficiéncia normal do método
para evidenciar esse carboidrato. Concentragbes de HIO, de 0,5% e
durante 9 min. foi sugerida por LISON (1960). O tempo utilizado foi
o mesmo seguido para Canavalia ensiformis e C. gladiata.
(CORTELAZZO, 1992) e Phaseolus vulgaris (BEGNAMI, 1991) que sé&o
leguminosas da mesma sub-familia do Guandu, Lab lab e Mucuna. Uma
maior sensibilidade intrinseca dos grdos de amido dessas espécies
ndo pode ser descartada. Assim, para obter melhores resultados,
deverdo ser realizados estudos com diferentes tempos de oxidacdo e
diferentes tempos de permanéncia em &cido fluoridrico elucidando
esse aspecto.

A confirmagdo de que os granulos presentes nas células
cotiledonares sdo grdos de amido, é feita através do uso do
microscopio de polariza¢do. Os grédos de amido sdo semi-cristalinos

e exibem birrefringéncia em forma de cruz de malta sob 1luz



52
polarizada (BANKS & MUIR, 1980; VIDAL, 1987), devido a disposicéo

das moléculas de amilose e amilopectina (CORTELAZZO, 1992). Em Lab
lab pode ser notada uma quantidade maior de grdos de amido de menor
tamanho. J&a em Guandu, aparentemente pode ser notada uma maior
quantidade de gr&os gue em Mucuna, com tamanho também major do que
em Lab lab mas, com formateo mais globular. Essa an&lise
comparativa, sugere um maior conteGdo de amido em Guandu do que em
Mucuna o gue foi confirmado nos métodos de extragio e dosagem. No
caso de Lab lab, o tamanho diferente dos graos dificulta uma

estimativa em relagdo as duas outras espécies. Entretanto, as trés

espécies analisadas apresentaram um grande conteldo desse
polissacarideo.

Principalmente em cereais, o amido chega a representar mais
de 60% da matéria seca da semente comc & o caso em Hordeum
vulgare com 64% (KREIS & DOLL, 1980), Zea mays com 67% (TZAI &
NELSON, 1966; GENTINETTA & SALAMINI, 1979), Oryza sativa com 77%
(SINGH & JULIANO, 1977) e Triticum aestivum com 70% (JENNINGS &
MORTON, 1963). Essas gquantidades podem variar entre os diferentes
cultivares de uma mesma espécie segundo a capacidade do tecido na
conversdo de sacarose em amido. Essa capacidade em geral e
inversamente associada ao contetdo de globulos de proteinas
presentes (JENNER & RATHJEN, 1978). Outros fatores podem também
afetar o desenvolvimento e estocagem de grdos de amido. HA uma
relagdo direta entre a quantidade de fotossintatos com o nimero de
células produzidos e consequentemente com a guantidade de amido
estocada na semente (BROCKLEHURST & EVERS, 1977; BROCKLEHURST et

al., 1978).
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Em legumes, o amido pode atingir mais de 50% da materia seca
em Pisum sp e Vicia faba (HALMER, 1985), Canavalia ensiformis e C.
gladiata (CORTELAZZO, 1992). Variedades de Vigna unguiculata
apresentam entre 50 a 67% de amideo em rela¢do a matéria seca da
semente. O amido & a principal reserva de inGmeros outros legumes
' (SMITH, 1973; ARORA & DAS, 1976; JENNER, 1982).

Em oleaginosas essa gquantidade & normalmente menor, como por
exemplo da soja com aproximadamente 10% (YAZOLI~SAMADI et al.,

1977). Assim, os valores obtidos estdo dentro da faixa de

resultados encontrados na literatura para outras espécies

vegetais. Nos resultados as dosagens revelaram que em Guandu ha
um maior conteitdo de amido, seguido de Lab lab e Mucuna, sendo esta
Gltima com uma guantidade inferior as duas anteriores.

As diferencas obtidas na extracdo e dosagem (método da
antrona) em relacfo as andlises cromatograficas confirmam que todos
os métodos de extracdo e dosagem tém um valor estimativo, mesmo se
considerados os métodos enzimadticos de dosagem, mais recentes que
o da antrona que data da década de 50 (HAISSIG & DICKSON, 1979;
JENNER, 1982). Mesmo assim, em ambos os casos, foi Guandu a
espécie mais rica em amido, seguido por Lab lab e Mucuna.

As paredes celulares dos cotiledones foram coradas pelo azul
astra e também pelo método do PAS devido a presenga dos
polissacarideos neutros (celulose principalmente). AT pode corar
essas estruturas devido &s substdncias pécticas presentes sendo
observada metacromasia. A metacromasia ocorre devido a proximidade
dos grupos negativos presentes nesses polimeros. Também pelo mesmo

motivo, pode ser observada a coloracgdo pelo AA. Entretanto, dada a
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intensidade de colorac8o, & de se supor que a gquantidade de
pectatos ndo & muito elevada nas paredes das trés espécies ou que
0s grupos negativos dos mesmos encontram-se fortemente ligados a
outras estruturas ou que sejam inacessiveis as moléculas dos
corantes.

A coloragdo pelo AT e AA principalmente, mas também as
demais, mostraram uma grande diferenga no tamanho das células

cotiledonares. Em Guandu elas se mostraram maiores em relacgdo as
outras 2 espécies.

Paredes celulares de cotiledones s&o ricas em xiloglicanos
(CARPITA & GIBEAUT, 1993). Entretante a composigdo dos aglcares
formadores das paredes celulares dos cotilédones ficou comprometida
devido a grande quantidade de amido presente nas células. A remogdo
do amido podera se feita a fim de possibilitar essa analise. Desse
modo, esse estudo complementaria e determinard as particularidades
existentes ou ndo nas paredes celulares.

Tragos de ramnose e fucose foram determinados nas
cromatografias. A xilose pode ser determinada apenas em Guandu e
Lab lab. Apesar disso, os resultados sugerem uma maior gquantidade
desse polissacarideo nas paredes celulares das duas espécies
citadas. Mucuna apresentou uma maior quantidade de galactose,
sugerindo uma malior presenca de galactomananos nos cotilédones
dessa espécie.

Ndo foi realizada a dosagem de polissacarideos A4cidos nos
cotilédones porque a colorag¢do com AA foi fraca e a quantidade de

xilose e ramnose foi muito peguena.
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A outra reserva mais expressiva encontrada, foi o material
protéico. As proteinas foram evidenciadas "in situ" pelo XP a pH
2,5 (VIDAL & PIMENTEL, 1985; CORTELAZZO & VIDAL, 1989; BEGNAMI,
1991). As proteinas de reserva se distribuem por todo o citoplasma
das células cotiledonares, circundando os grdos de amido. NS%
puderam ser notadas visualmente, diferengas de intensidade de
coloracgdo, revelando que o teor dessas moléculas ndo varia muito

entre as trés espécies. A coloragdoc pelo método do PAS, indicou a

presenca de glicoproteinas nos corpos protéicos.

Sementes de Jleguminosas sdo ricas em globulinas due
apresentam duas sub-familias de proteinas: as leguminas e as
vicilinas. Essas proteinas se encontram em organelas denominadas
corpos proteicos (PERNOLLET, 1982; 1985). Elas podem ocorrer ndo sé
em tecidos dipldides (cotilédones) mas também em tecidos hapléides
e tripldéides (ALTSCHUL apud PERNOLLET, 1978). Ocorrem hnhdo so’ em
angiospermas mas também em algumas dJgimnospermas (CECISH apud
PERNOLLET, 1978; DURZAN apud PERNOLLET, 1978) e em odcitos de
animais (ROTH apud PERNOLLET, 1978; WARD apud PERNOLLET, 1978). Os
corpos protéicos nas angiospermas, contém ainda o acido fitico,
cdtions, RNAs e enzimas hidroliticas como proteases, alfa-amilase,
etc. (PERNOLLET, 1978; LARKINS, 1981;MURRAY,1984). As reservas
protéicas s&do degradadas durante a germina¢do, sendo utilizadas
para o crescimento e até mesmo na cadeia respiratdria (TOMBS, 1967;
CATSIMPOOLAS et al., 1968; GANECH & VENKATARAMAN apud CORTELAZZO &
VIDAL, 19%91). As dosagens do material proteico foi feita segundo
(BRADFORb, 1976). Esse método & baseado na interacdo entre

moléculas do Coomassie Blue (corante Acido, como o XP) e os grupos
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amino das proteinas. Uma diferenga desses grupos (numa proteina
basica como as histonas, por exemplo) pode originar resultados
errdneos. Além disso, como no método de Lowry, a presenca de
compostos fendlicos pode alterar os resultados das dosagens
(CORTELAZZO, comunicacao pessoal). Sabe-se ainda que o corante pode
interagir com aminodcidos hidrofébicos préximo ac local de ligacio
comprometendo os resultados obtidos caso a proteina a ser dosada

apresente gquantidades desse ~aminodcido muito diferente da

soroalbumina bovina (BSA) que & usada como padrdo (TAL et al.,
1986). Assim, o ideal seria ter uma proteina padrioc semelhante
aquelas que serfo dosadas como proteinas de feijdo de porco .4
feijdo espada, que foram empregados por CORTELAZZO (1989) como
padrdes de proteinas. Contudo fica dificil comparar com resultados
de outros trabalhos que utilizam o BSA como padrdo. Assim sendo
decidimos manter neste trabalho o emprego do BSA como padrdo de
proteinas. Entretanto seus resultados nfoc apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para quantidades de até 500 ug/ml
de solugdo. Apesar de todos os incovenientes do método de Bradford,
ele ainda continua a ser bastante utilizado em vegetais (LI et al.,
198%9; KERBY & SOMERVILLE, 1992; CAKMAK et al., 1993; GONZALES et
al., 1993).

TEIXEIRA et al. (1985), em estudos sobre a composigdo quinmica
de Guandu, obtiveram 23,11 g/100g de proteina seguindo o método de
Kjeldahl para dosagem de proteinas. 0O valor obtidec no presente
trabalho (19,1 g/100g de MS) apesar de ser um pouco inferior,
mostra-se proximo aos obtidos por esses autores. Do mesmo modo,

SOUZA et al. (1991) constataram um teor de proteinas de 26,7% en
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Guandu . Estes mesmos autores fizeram uma avaliacdo do uso do
Guandu na alimentag¢do humana e/fou animal. Mediante os resultados
obtidos, foi observado gque a leguminosa estudada tenm
possibilidades de compor a dieta alimentar, com um teor de
proteinas nos grdos secos que varia entre 17% a 24%. Esta variacio
poderia estar relacionada com a época do plantio, local de cultivo
e cultivares utilizados (ABRANS apud SOUZA et al.,1991). Analisando

quimicamente grdos de Lab lab (cultivar rongai), ANELLI & Nuti
(1978) encontraram 28,7% de proteinas. Observaram ainda que, com

excegdo da metionina, todos os aminodcidos apresentaran
concentragdes superiores quando comparados com os padrdes
estabelecidos pela FAO/WHO, 1973. Sequndo a Academia Norte
americana de Ciéncias (NAS) os grdos secos de Lab lab contém cerca
de 25,5% de proteina, 1,1% de 6leo, 69,6% de carboidratos, 9,6% de
fibras, 3,6% de cinzas e um balango satisfatério de aminodcidos,
sendo ricos em lisina (6,1%). Os valores encontrados Lab lab neste
trabalho, foram de 1,4% de 6leos, 57,4% de carboidratos e 25,6% de
proteinas o que confirma os resultados existentes para essa
espécie.

A digestibilidade "in vitro" das proteinas de Lab lab foi
estudada por SGARBIERI (1980) que detectou baixa concentracao para
o0 inibidor de tripsina (55,5 UT/mg prot.), verificou aindabue o
cozimento em autoclave a 121 °C por 10 minutos, elevou a
digestibilidade de 28,3% (grdoc cru) para 88,2% (grido cozido).
SOUZA (1992) apresentou o nivel de proteinas em Lab lab em 20,19%
e 2,23% para ©Oleo. Também detectou 41,86% de amido, 3,7% de cinzas

e 9% de umidade. A digestibilidade in vitro da proteina foi de 42%
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e esta taxa & inferior a do feij&o comum (55%) (DURIGAN, 1985) e da
soja (70%) (LAM-SANCHEZ, 1977). Segundo SOUZA (1992), Lab lab
apresentou um bom teor de 1lisina (5,8%) e baixos niveis de
aminodcidos sulfurados (1,14%) o que, segundo LAM-SANCHEZ (1977) é
uma caracteristica comum 4&s leguminosas. No entanto niveis
inferiores aos obtidos para soja e para o feijdo (SOUZA, 1992).
Nas andlises em grdos de Mucuna ana feitas por ULIAN (1981)

foi obtido os seguintes resultados: proteina: 25,5%; 6leo: 12,4%;

carboidratos: 8,4%. Em trabalho semelhante, SOUZA (1987) obteve
19,30% de proteina; 6,88% de 0leo; 46,7% de amido; 5,35% de fibra;
5,04% de matéria mineral. Em Mucuna, foi encontggo_17,4% de
proteinas valores que estdo abaixo dos citados. As variacgdes
encontradas podem ser devido a utilizacdo de diferentes espécies de
Mucuna e do fato de que ocorre uma maior gquantidade de substancias
ndo identificadas nessa espécie (ver Tabela 2), o que sugere a
interferéncia de outros compostos na andlise como por exemplo o
dcido ténico, cuja presenca foi sugerida nos testes citoquimicos e
que deverd merecer estudos complementares.

As globulinas s3o as proteinas mais abundantes em
leguminosas. Leguminas apresentam em geral uma massa molecular
aparentemente 300 e 400 Kba. S&co formadas normalmente por 6
subunidades acidas (entre 27 e 37 KDa) e 6 bAsicas (entre 20 e 24
KbPa) . Possuem menos de 1% de aglcares, na sua maioria neutros. Sgo
ricas em &acido aspartico-asparagina, &cido glutamico-glutamina e
arginina. Vicilinas s&o mais semelhantes entre as diversas espécies

e contém proporcionalmente mais carboidratos que as leguminas. Suas
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sub-unidades apresentam em geral massa molecular aparente entre 20
e 53 KDa (DERBYSHIRE et al., 1976).

Os resultados obtidos nas eletroforeses revelaram inGmeras
diferengas entre as trés espécies. Se considerarmos que a populagao
de vicilinas & mais semelhante entre diferentes espécies
(DERBYSHIRE et al., 1976), poderemos supor gue neste caso elas
apresentam uma massa molecular aparente em torno de 66 a 70 KDa.

Assim as outras vicilinas e/ou leguminas teriam uma massa molecular

aparente diferente e poderiamos dizer que a proteina de 100 ¥Pa &
caracteristica para Guandu; que Lab lab & caracterizada pela
proteina 45 Kba enquanto que Mucuna, pelas proteinas de menor reso
molecular como por exemplo as de 36,5, 27,5 e 18,5KBa. Ao nivel
taxondémico pode ser especulado e sugerido uma maior proximidade
filogenética entre Guandu e Lab lab pois elas apresentaram um
perfil eletroforético mais semelhante entre si e bastante diferente

daguele apresentado pela Mucuna.

2. Tegumentos.

Anatomicamente, os tegumentos das sementes s3o formados
externamente por uma camada de células alongadas e que podem conter
pigmentos. Essas células denominadas palicadicas sd3o ricas em
substancias pécticas (ROLSTON, 1978). Internamente hi uma camada
constituida de células colunares ou oéstecesclereideos e camadas de
células parenquimdticas comprimidas entre as duas camadas

epidérmicas. A camada paligadica é de grande interesse devido ao
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fato de gque sua estrutura e composicio. Em certas leguminosas
duras, & tida como causadora do alto grau de impermeabilidade,
afetando em consequéncia, a capacidade de germinacdo. A ocorréncia
de tegumentos extremamente impermedveis & um dos fatores
importantes no retardamento da germinagio das sementes, ndo apenas
em leguminosas como ainda de outras angiospermas (TOOLE et al.,
1956) .

Celulose & um dos principais constituintes das paredes

celulares juntamente com os xiloglicanos e as substéncias pécticas
(FRY, 1988). Assim, pode ser notada uma intensa coloracdoc das
paredes pelo método do PAS em todas as espécies estudadas,
principalmente nas células palicgadicas.

A celulose & um homopolissacarideo formado por glicoses
ligadas na posicdo B 1+ 4  (ASPINALL, 1980). As fibrilas de
celulose, se associam os xiloglicanos que sdo polissacarideos
complexos formados por unidades repetitivas contendo glicoses 1-+»4
ligadas a xilose B 1+ 6 que por sua vez podem estar ligadas a
galactose que se ligam com alguma frequéncia & fucose (FRY, 1992;
JOSELEAU et al., 1992; RUEL & JOSELEAU, 1993).

A maior parte dos xiloglicanos & sintetizada na porcido trans
do Complexo de Golgi (DRIOUICH et al., 1993). Os residuos de
galactose mas, principalmente os de fucose, sdo incorporados j& nas
vesiculas trans-Golgi (2ZHANG & STAEHELIN, 1992). Assim, as andlises
cromatograficas dos tegumentos revelaram um alto teor de xilose (de
17 a 27%, ver Tabela 4) confirmando a presenca marcante desses

aglcares na formagdo dos xiloglicanos da parede. Um outro agicar

com porcentagens relativas altas foi a arabinose. Arabinanos,
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sdao menos estudados por serem menos abundantes em paredes celulares
(ZAWADZKI-BAGGIO et al., 199%92).

0 outro polissacarideo complexo e abundante nas paredes
celulares & o 4cido poligalacturénico/ramnogalacturénico cuja
sintese se inicia na porcdo cis do Complexo de Golgi e nas
cisternas medianas onde essas moléculas estd3o praticamente
completas (MOORE et al., 1991).

Ramnose & considerado como um ag¢licares marcador da presenga
de substéncias pécticas pois & o Gnico agGcar neutro presente na

cadeia principal de A&cido poligalacturénico/ramnogalacturénico,

substdncia péctica mais comum nas paredes primdrias. Outros
aglcares neutros podem fazer parte dessa estrutura mas sempre ao
nivel de suas ramificag¢des, como por exemplo, galactose, arabinose
e xilose (ASPINALL, 1980). Assim, as andlises das hidrdlises de
aglcares tanto ao nivel dos cotiledones como dos tegumentos,
revelaram existir polissacarideos dcidos nas paredes celulares.
Os maiores valores obtidos nas dosagens dos aglcares acidos
em Guandu e Mucuna, confirmam os resultados obtidos pelo AT que
apresentaram uma maior metacromasia para essas espécies. Do mesmo
modo, confirmam os resultados obtidos com o AA a pH 1 e pH 2,5,
mostrando que esses métodos s8o extremamente sensiveis para a
detecggo comparativa "in situ" de polidnions. Baseados nos
resultados, pode ainda ser concluido que desses ag¢lcares muitos ja
estdo desprotonados a pH 1,0 o que poderia sugerir a presenc¢a de
polissacarideos sulfatados. Além disso, pelos métodos citoquimicos

usados, pode ser verificado que os aglcares dcidos se distribuem de
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forma heterogénea ao longo das células da palicdda em Guandu e Lab
lab (ver Tabela 1).

No caso dos tegumentos e paredes celulares em geral, a reagdo
do ferrocianeto poderia indicar a presenga de lignina (polifenol).
Os resultados obtidos demonstram gque, Lab lab ndo apresenta
qualquer deposigdc de compostos redutores. Em Guandu, a reacdo

positiva & obtida na porgdo basal das células da paligada, assim

como uma forte reacdo positiva obtida em Mucuna. Isto pode indicar
a presenca de &acido tdnico nesses locais o que confirmaria uma

subestimaqgo do material protéico nas dosagens. Resultados
semelhantes foram obtidos por BEGNAMI (1991) em sementes de Senna
reticulata que sugere uma reagdo mais positiva do ferricianeto
férrico nessas sementes devido a presenga de taninos que séo
compostos fenélicos. Essa idéia pode ser reforgada quando nos
outros métodos citoquimicos utilizados foi obdtvada a presenca de
corpos castanhos em grande gquantidade nas porgdes basais da
palicada de Mucuna e menor quantidade em Guandu. LENOIR eqal.
(1986) mostraram que linhagens ndoc dormentes de cevada possuenmn
menos tanino e mais fendis simples do que as linhagens dormentes.
Outro fator que afetaria a permeabilidade, seria o estado de
oxidagdo dos compostos fendlicos realizado pela polifenoloxidase.
Tratamentos que inibem a agdo dessa enzima, facilitam a entrada de
dgua na semente. Assim, oS resultados das andlises
citogquimicas sugerem uma testa mais dura e impermedvel em Mucuna
sequida de Guandu e Lab lab. Esses resultados sdo confirmados

através das curvas de embebig¢do. Apesar da permeabilidade detectada
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em todas as espécies, Mucuna apresenta uma embebicdo nitidamente
mais lenta do que as duas outras espécies.

Um dos maiores constituintes protéicos das paredes celulares
sdo as extensinas, caracterizadas pela sequéncia repetitiva do
pentapeptideo Ser-(Hyp)4. . Elas sdo também ricas em lisina o que
lhes confere um pI ~ 10 (SHOWALTER, 1993). Devido o pequeno contetdo
dessas proteinas ao nivel das paredes mas também devido ao fato de

que a maior parte dos radicais amino da lisina interage com as
substéncias pécticas (KELLER, 1993) a resposta das paredes

celulares das espécies analisadas ao XP foi bastante fraca.
Diversos outros materiais vegetais corados pelo XP revelaram o
mesmo comportamento como o feijdo jacatupé (VIDAL & PIMENTEL, 1985)
e soja (CORTELAZZO & VIDAL, 1991).

A distribuigdo das extensinas entre as diferentes células do
tegumento varia durante o desenvolvimento da semente. N&o &
detectada nos primeiros estagios de desenvolvimento (1-6 dias apds
a antese). Nesses primeiros estdgios a palicada cessa as divisdes
e comega o processo de maturag¢do. As sementes 19 dias apbs a
antese iniciam o aclmulo de extensinas., Esse acUmulo ocorre
primeiramente nas paredes das células da paligada e entdo nas
células parenquimdticas e osteoesclereideos. Apbés esse primeiro
estdgio de desenvolvimento, as células em ampulheta imaturas, vao
se diferenciando, fazendo com que as paredes da regifo equatorial
tornem-se mais espessas e retenham sua expansédo, enquanto que nas
extremidades hd uma continuidade na espansdo (HARRIS, 1984). As

extensinas tornam-se mais concentradas nas células da paligada por
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volta do 212 dia apbs a &ntese. Ela se deposita também na regido do
hilo (CASSAB & VARNER, 1988).

Os tegumentos representam a parte das sementes que opoen
maior resisténcia a entrada de &gua como demonstrado por
SHAYAKEWICH & WILLIANS (1971), em sementes de Brassica napus. Nas
espécies em que o tegumento funciona como barreira ao fluxo de
dgua, tratamentos de escarificacg8o eliminam esse problema, é o caso

por exemplo de Bixa orellana (AMARAL, 1990), Halimium hamilifolium

(PENA et al., 1988), Rhus javanica (WHASHITANI, 1988), Tetrapleura
tetraptera (ODOEMENA, 1988) e Sesbania punicea e S. bispinosa
(GRAAF & VAN STADEN, 1983).

No processo de embebig¢do, o potencial matrico assume grande
importéncia e depende principalmente dos teores de amido, corpos
protéicos e paredes celulares presentes nas células (LABOURIAU,
1983). O potencial osmdético e o potencial de pressio sdo os outros
componentes do potencial hidrico. 0 primeiro, estd relacionado &
concentracdo de substéncias dissolvidas na cé&lula enquanto que o
sequndo, & o resultado da forga exercida pela entrada da agua nas
paredes celulares. Em resumo, maiores gquantidades de matriz e
maiores concentracgdes de substancias dissolvidas, acarretam menores
potenciais hidricos e consequentemente uma maior entrada de &Agua.
Quando isso ocorre, a pressdo exercida pela A&agua, acarreta unm
aumento no potencial de pressido o que diminui a sua taxa de
entrada.

A  embebigdo apresenta trés fases sequndo BEWLEY & BLACK
(1985): a primeira, de rédpida absorc¢do e depende principalmente das

condigdes ambientais e potencial mAtrico da semente; a segunda,
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onde ndo ocorre aumento no peso fresco pois a semente estid em
equilibrio osmético com o meio e na terceira ocorre uma absorcéio
metabdélica da &dgua que estd associada a germinagdo da semente
(LABOURIAU, 1983; MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1989).

No caso das espécies estudadas, pode ser observada uma répida
absorgdo até 12 horas de embebigdo para Lab lab e Guandu.
Inicialmente e apesar de serem espécies com testa permedvel, &

-

notada a influéncia dessa estrutura como barreira a4 entrada de

agua. Assim, as médias apresentam valores altos de desvio padrio.

Com o passar do tempo, praticamente todas as sementes se embebem e
essa variagdc diminui, culminando com a germinagio que ocorreu a
partir de 36 horas. Ainda devido a essas variacdes, mas também aos
tempos utilizados, a 22 e a 32 fases descritas anteriormente nio se
apresentaram muito claras. Isso ndo impede de sugerir que elas
devem ocorrer apds as 24 horas iniciais que apresentam, no caso
estudado, a primeira fase da embebigdo.

Em Mucuna houve um retardo na embebigdo quando comparada a
Lab lab e Guandu e mesmo apds 12 horas de imersdo, a maioria das
sementes ndo apresentou um grande aumento no seu contetdo de agua.
Com isso, a fase de rapido incremento de matéria fresca foi
deslocada para o periodo entre 12 e 24 horas mas, ainda assim, ndo
para todas as sementes o que justificaria um grande desvio padrio
para as médias obtidas apdés esse périodo. As sementes de Mucuna
germinaram apenas apds 48 a 72 horas de embebicdo. Esse retardo enm
relagdo as duas outras espécies estudadas poderia ser explicado
pelo retardo na absorgdo de 4&gua que possibilitaria o

desencadeamento do processo germinativo. Consequentemente, apesar
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das 3 espécies apresentarem testa permedvel, as diferencas obtidas
poderiam ser explicadas pelo potencial mitrico e, neste caso, ele
seria menor em Lab lab e Guandu gquando comparado ao de Mucuna.
Outro fator limitante seria a maior presen¢a de taninos em Mucuna,
como ja discutido anteriomente.

Resultados obtidos em tegumentos de flamboyant (Delonix
regia) (PAPP & CORTELAZZO - experimentos em andamento) mostram que

seu tequmento & extremamente espesso, atingindo valores gque
ultrapassam 1,5 mm de espessura em sua regido mais larga. Desses

valores, a camada paligddica tem 160+22 um de espessura. Os
osteoesclereideos, em camada tripla, representam 74+31 um e as
células parenquimdticas do mesé6filo, de 600160 um na camada mais
fina e até mais de 1000 um na regifo mais espessa.

Uma outra caracteristica na camada paligddica & a presenga da
"linea lucida" visualizada mesmo em cortes sem nenhum tipo de
coloragdo (PAPP & CORTELAZZO, comunicacgdo pessocal e ilustrada na
Figura 48). A "linea lucida" & formada devido & diferente
orientagdo de microfibrilas nas paredes celulares segundo SCOTT et
al,(1962).

Os tegumentos das trés espécies analisadas apresentaranm
algumas diferengas interessantes em relagdc ao flamboyant e mesmo
a urucum (AMARAL, 1990), que sdo sementes de testa impermeavel. A
mais importante, foi a auséncia de uma "linea lucida" identificavel
nos métodos citogquimicos utilizados. Outra diferenca anatémica foi
a presenga de uma camada fnica de osteoesclereideos ao invés de

vdrias camadas como em flamboyant. Além disso, a camada

parenquimitica do meséfilo das espécies analisadas, se apresentou
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FIGURA 48: Corte de tegumento de flamboyant obtido por Papp &
Cortelazzo e cedido gentilmente para ilustrar as diferéng¢as com as
espécies estudadas. Pode ser notada a camada paligadica com a
"linea lucida", uma tripla camada de osteoesclereideos e uma camada
parenquimatica com paredes celulares extremamente espessas.

Aumento: 100 X.
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menos espessa e com células cujas paredes s30c muito mais finas do
que no caso da semente com tegumento impermeavel.

Ao nivel da andlise dos polissacarideos, tegumentos de
flamboyant apresentam apenas cerca de 38% de polissacarideos
neutros (CORTELAZZO, comunicacao pessoal), contrastando com 65% en
Guandu, 57% em Lab lab e 54% em Mucuna. Em contrapartida, cerca de
25% de polissacarideos &cidos formam o tegumento de flamboyant e

esse valor, ndo ultrapassa os 15% nas espécies estudadas.
Finalmente flamboyant ndo tem mais de 6% de xilose e Guandu,

que tem os mais baixos teores desse aglcar, apresentou 17%, seguido
de Lab lab com 24,6% e Mucuna com 27,4%.

Assim, os resultados sugerem uma série de diferencas na
composigdo de aglcares due deverd conduzir a experimentos futuros
possibilitando o estabelecimento ou nio de uma relagdo entre a
composigdo de aglicares e a permeabilidade das sementes. Para
reforcar essa hipbtese, resultados que vem sendo obtidos por
BEGNAMI & CORTELAZZO (comunicacdo pessoal) apontam outras diferenca
a nivel dos aglcares agui discutidos para o café&, que & uma espécie

que apresenta sementes com testa permedvel.
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ANEXO

Fixacao: A fixagdo dos tecidos para a sua observacgio
microscépica & uma etapa extremamente importante uma vez que um
fixador inadequado pode originar resultados alterados e até mesmo

erroneos.

Misturas de etanol e acido acético apresentam um bom poder
fixador e de rapida penetragdo. A fixagdo se da por aglutinacdo dos

constituintes quimicos dos tecidos. O maior inconveniente & gque o
dcido acético pode remover proteinas por solubilizagdo, como & o
caso por exemplo do coldgeno em tecidos animais (VIDAL, 1987). Ele
remove tambem grandes quantidades da histona H1 (MELLO & VIDAL,
1980) . Assim, os materiais usados para a identificacdo de proteinas
ou métodos de oxido-redugdo, ndo foram fixados pelo etanol:acido
acético. Do mesmo modo, o etanol solubiliza 1lipidios,
inviabilizando o EA para a identificacdo do material hidrofébico.

Aldeidos s8@o usados para a fixagdo de tecidos mesmo para a
microscopia eletrdénica. Reagem com os grupamentos amina das
proteinas formando pontes de metileno. Essas pontes formam uma
rede entrecruzada desses compostos que possibilitam uma boa
preservacdo do tecido. A penetragdo lenta e um incoveniente pois e
necessario tempos de fixagdo prolongados e a frio. Para pequenas
moléculas como & o caso do formaldeido, ha também a necessidade de
lavagens prolecngadas apds a fixagdo para remover o excesso do
fixador o que nem sempre ocorre eficientemente. Reagdes gue usam o

Reativo de Schiff por exemplo e que tem afinidade por aldeidos,
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podem dar resultados erréneos devidos &s moléculas do fixador e
nao dos tecidos (PEARSE, 1961).

Diversos métodos gerais e citoquimicos de analise, apdés o©
corte dos materiais, cujos principios gerais sdo os que se seguem:

Safranina e azul astra (SA) - Safranina & largamente
utilizada pelos anatomistas vegetais, principalmente combinada ao
verde rapido ou ao azul astra. £ um corante que apresenta afinidade
por paredes celulares lignificadas ou com outros componentes
fendélicos, paredes cutinizadas ou suberizadas. Cora ainda outros

componentes citoplasmiaticos e seu modo de agdo ndo & muito

conhecido. Do mesmo modo, sabe-se gue o azul astra cora paredes
celulares ndo lignificadas (substancias.celulésicas e pécticas)
além de outros componentes celulares n3c corados pela safranina
(JOHANSEN, 1940)

Método do PAS (Periodic Acido S8chiff) - O método é baseado na
oxidagdo dos grupos hidroxila de carbonos vicinais pelo &cido
periédico. A reagdo se processa de forma réapida, mesmo a
temperatura ambiente e, concentragdes de HIO, em torno de O,S%Iem
peso, podem agir de forma eficiente formando dois grupamentos
aldeidicos nas hidroxilas dos acglicares. Normalmente, o tempo
utilizado varia entre 8 a 10 minutos e, se prolongado, ocorre
oxidagdo dos aldeidos formados, originando &cido carboxilico.
Obviamente, tempos extremamente curtos, ndo serao suficientes para
oxidar todas as hidroxilas vicinais presentes também originando
resposta errdénea (PEARSE, 1961).

Apbés a oxidacdo, adiciona~se o reativo de Schiff. Esse

reativo & preparado a partir da fucsina bésica (mistura de
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pararosanilina, rosanilina e magenta II) que & um corante magenta.
A adigd@o de radicais sulfito em meio &cido (pH 2-3), destroi o
grupo cromoférico inicial, tornando a solugdo cor de palha ou até
incolor segundo a qualidade do corante. Essa solucdo tem afinidade
por radicais carbonila, aos quais as moléculas formadas se ligam de
forma covalente, restabelecendo o grupo cromofdérico do corante, ou
seja, a cor magenta (MELLO & VIDAL, 1978; CORTELAZZO et al., 1983;
VIDAL, 1987). De todo o modo, é& feito sempre um controle em
paralelo que ndo & oxidado pelo dcido periddico e cujo resultado,
normalmente negativo, mostra os grupos carbonila ja presentes nos
tecidos.

Assim, os radicais carbonila formados pela oxidagdo provocada
pelo acido peridédico reagem e ddo a cor caracteristica do método.
Ele & usado normalmente para a coloracdo de glicanas neutras e, no
caso especifico de vegetais, para a identificacio de celulose e
amido.

Xylidine Ponceau (XP) - £ um corante acido e que apresenta
dois grupos sulfato em sua estrutura que se encontram desprotonados
a partir de pH préximo a 1,0. Tem sido usado para a caracterizacgdio
de cations totais presentes nos tecidos, agindo como o verde rapido
(JOHANSEN, 1940; VIDAL, 1987). A pH 2,5 as proteinas em geral
encontram-se protonadas e reagem com o XP (ligagdes
eletrostaticas), o que possibilita sua identificagdo "in situ".
Tratamentos com enzimas proteoliticas como a tripsina e pepsina
fazem com que ndo haja resposta positiva ao corante (CORTELAZZO &

VIDAL, 1991).
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Azul de Toluidina (AT)- E um corante basico que contém grupos
amino, protonados até pH 12-13. A pH 4,0, a maioria das proteinas
encontram-se ainda protonadas e ndc reagem com o AT. Entretanto,
grupos fosfato dos &cidos nucleicos carboxila e sulfato de
polissacarideos acidos podem se ligar eletrostaticamente ao corante
(LISON, 1960; PEARSE, 1961).

Uma caracteristica da colorag¢do com o AT & a metacromasia que

ocorre devido a proximidade de radicais aniénicos gue se ligam ao
mesmo e possibilitam uma interagdo entre as moléculas planares do

corante, dificultando sua excitagdo eletrénica. Assim, maiores
energias s&o necessérias para essa excitacio e o efeito visual do
fendmeno se manifesta com cores mais arroxeadas nos tecidos.
Fendmeno semelhante ocorre em solugdes de AT que a concentragdes de
10-8M apresentam um pico de absorgdo a 625 nm (cor verde azulada).
Com o aumento da concentragdo, hid a formacdo de "dimeros",
"trimeros" e pequenos "polimeros" de moléculas empilhadas de AT,
fazendo com que o pico de absorgdo da solugdo diminua para valores
préximos a 550-560 nm (Cor magenta), caracterizande assim um
comportamento também comum a outros corantes bisicos e denominado
Metacromasia (VIDAL, 1987).

Azul de alcian (AA) - Corante basico de estrutura nio
totalmente conhecida possuidor de ion Cobre e dquatro grupos
tetrametilisotiurénico (SCOTT, 1970) que sd80 os possiveis
responsaveis por seu comportamento andlogo ao AT. O mecanismo de
agdo ndo & bem conhecido mas é utilizado para a deteccdo de
polissacarideos &dcidos totais quando em solugdes a pH 2,5 e apenas

polissacarideos sulfatados a pH 1,0 (MELLO & VIDAL, 1980).
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Sudan black (8B) - Molécula hidrofébica normalmente utilizada
em solugdo de etanol e que interage com as por¢des hidrofébicas dos
tecidos. Seu uso exige um material fixado com aldeidos ou
substdncias que n&do solubilizam os lipidios e cortes em congelacgio
com a utilizagdo de solventes organicos no seu processamento (MAIA,
1979) .

Ferricianeto férrico (FF) -~ A mistura de solucdes recém
preparadas de ferricianeto de potdssic e cloreto férrico formam o
ferricianeto férrico que pode oxidar nos tecidos mono e polifenois,
além de grupos pirrol, indol, &cido ascérbico e 1lipidios ndo
saturados. A reagdo do ferricianeto férrico tem valor positivo
quando & formado o azul da prissia (ferrocianeto férrico) que
ocorre pela acao de redutores fortes como & o caso dos compostos
acima citados. A formagdo do verde da priassia (ferrocianeto
ferroso-férrico) pode ser causada por redutores fracos mas também
ocorre espontaneamente nas solugbes de ferricianeto férrico.
Finalmente, pode ser formado o ferrocianeto ferroso (branco) guando
hd a agdo de redutores extremamente fortes como tiossulfatos e
outros, ndc facilmente encontrados em prepara¢des histolégicas e

além disso, de dificil identificag¢do dada a sua cor (LISON, 1960).



74

CONCLUSOES

1. A maior reserva encontrada nos cotilédones das trés
espécies estudadas foi o amido. Guandu apresentou o maior contetdo

(55,5%), Lab lab (53%) e Mucuna (39,4%)

2. Comparativamente, os grédos de amido de Lab lab foram mais

numerosos € em menor tamanho. Em Mucuna, apresentaram-se mais

globular que nas duas outras espécies.

3. O acido fluoridrico alterou a estrutura semi-cristalina
dos grados de amido bem como a sua sensibilidade a oxidagdo pelo

dcido periodico e consequentemente a reacdo do PAS.

4. Proteina foi a segunda maior reserva encontrada nos

cotilédones; Lab lab (25,6%), Guandu (19,1%) e Mucuna (17,4%) .

5. A presenga de taninos ndo pode ser descartada ao nivel dos
cotilédones de Mucuna e isso poderia afetar os resultados das

dosagens protéicas feitas nessa espécie.

6. As proteinas foram evidenciadas pelo XP e se distribuem
por todo o citoplasma. A coloragdo do material protéico também pelo

PAS indicou a presencga de glicoproteinas nos corpos protéicos.

7. A andlise em SDS-PAGE dos extratos protéicos revelou

inGmeras diferengas entre as espécies, principalmente entre Mucuna
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e as outras duas. Pode ser sugerido que Guandu e Lab lab apresentam

uma maior proximidade filogenética em relagdoc a Mucuna.

8. As trés espécies estudadas s3o pobres em lipidios,
apresentando valores menores que 2% em relagdo a matéria seca dos

cotilédones.

9. As trés espécies contém entre 2 a 3% de acglcares livres.

Guandu e Mucuna, em torno de 6% de polissacarideos sollveis em

dgua, e esse valor foi menor que a metade em Lab lab.

10. Os tegumentos apresentam anatomicamente uma estrutura
tipica. Na palicada, pode se detectada a celulose como principal
componente das paredes, pois elas foram muito coradas pelo método
do PAS e as andlises cromatogréficas revelaram um grande conteddo

de glicose.

11. Os tegumentos das trés espécies sdo ricos em xilose e
arabinose. Assim, um xiloglicano e um arabinano fazem parte da

composigdo das paredes celulares da testa.

12. Mucuna e Guandu apresentam uma maior quantidade de
polissacarideos &cidos em seus tegumentos. Em Guandu, sio mais
abundantes os polissacarideos &cidos j& desprotonados em pH 1,0 na

porgdo apical da paligada e ocorre o contrdario em Mucuna
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13. As curvas de embebigdo mostraram que Guandu e Lab lab
embebem mais rapidamente. Os dados obtidos aliados aos resultados
citoquimicos, sugerem uma testa mais dura e impermeavel em Mucunado
que para as outras duas espécies. Pode ser sugerido que o acido
tdnico tem, nesse caso, um importante papel no retardamento da

embebigdo das sementes de Mucuna.

14. Guandu, Lab lab e Mucuna apresentam os osteoesclereideos

em forma de ampulheta, caracteristica de legquminosas. Essas células

sdo maiores em Mucuna, seguindo-se Lab lab.
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RESUMO

No presente trabalho, foram eétudadas trés espécies
leguminosas: Cajanus cajan, Lab lab purpureum e Mucuna aterrima que
pertencem a sub-familia Papilionoidae onde se concentram a maioria
dos legumes utilizados na alimentacdo humana. Guandu, Lab lab e
Mucuna também sio utilizados em forragem e como adubo verde. Pelas
anadlises citoquimicas e bioquimicas foi constatada a presenca de

duas principais reservas nos cotilédones dessas espécies: amido e

proteina. O contelGdo de amido & maior em Guandu com 55,5%, seguido
de Lab lab com 53% e Mucuna com 40%, sempre em relacao a matéria
seca (MS). Os métodos citoquimicos e a microscopia de polarizacédo
mostraram que os gr8os de amido em Lab lab sdo mais numerosos e
apresentam menor tamanho. O material protéico esta homogeneamente
distribuido ao redor dos grdos de amido, por todo o citoplasma das
células. Lab lab foi a espécie com maior conteGdo protéico, com
cerca de 25,6% da MS. A analise dos extratos protéicos en
SDS-PAGE, revelou indmeras e muitas diferengas entre as espécies.
Guandu apresentou uma proteina caracteristica de 100 KDa e Mucuna
pode ser caracterizada pelas proteinas com massa molecular
aparente de 36,5, 27,5 e 18,5 KDa. A proteina de 45 KDa foi mais
proeminente em Lab lab. 0s lipidios e aglcares livres estdo
presentes em pequenas quantidades nestas sementes. Através dos
cortes citoquimicos e microscopia eletrénica de varredura foi
constatado uma estrutura tegumentar tipica, com uma camada
paligadica espessa e com células bastante alongadas. A paligada

apresentou-se metacromidtica quando corada com AT pH 4,0. devido a
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presenga de substédncias pécticas. Também houve forte coloracdo com
PAS devido & presenga de celulose. Nenhuma das espécies apresentou
a "Linea Lucida" nas células da testa, caracteristica de sementes
impermedveis & &gua. A andlise cromatografica revelou um grande
contefido de glicose, xilose e arabinose nos tegumentos da trés
espécies. No tegumento de Mucuna, foi detectada a presenga de
corpos marrons que se tratam possivelmente de taninos. 0Os dados

obtidos na curva de embebigio mostraram gue Guandu e Lab 1lab
embebem mais rapidamente. Mucuna embebeu mais lentamente e, embora

também seja uma espécie com tegumento permedvel pode-se aferir gque
se trata da testa que apresenta maior resisténcia & entrada de
dgua. Desse modo pode ser sugerido que essa maior resisténcia seja
devida & presenca de taninos, gue apareceram apenas nessa espécie.
Os resultados obtidos foram ainda confrontados com aqueles
encontrados em espécies totalmente impermedveis, cuja anatomia dos

tegumentos apresenta inlmeras diferengas com relacio as trés

espécies estudadas.
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SUMMARY

In the present work, three leguminous species have been
sudied: Cajanus cajan, Lab lab purpureum and Mucuna aterrima which
belong to the sub-family Papilionoideae where are concentrated the
most of the legumes used in the human nutricion. Guanu, Lab lab e
Mucuna are also used in foragement and as green fertilizer.
Ciochemical and biochemical analysis have been made and it was find
out the presence of two principal reserves in the cotyledons of
these species: starch and protein. The content of followed by Lab
lab with the dry waterial(DM). The citochemical methods and the
polarization microscopy indicate that the starch grains in Lab lab
are more numerous and presentes a smaller size. The proteic
material presented homogeneously distributed around the starch
grains, in all the cytoplasm of the cells. Lab lab was the specie
with the major proteic content, with about 25,6% of the DM. The
proteic extracts analysis in SDS-PAGE revealed inumerable proteins
and too much diferences between the species. The Guandu presented
a caracteristic protin of 100 KDa and Mucuna may be characterized
by the proteins of smaller molecular weight, like 36,5, 27,5 and
18,5 KDa. The 45 KDa protein was exclusive for Lab lab. The lipidis
and free simpler carbohydrates are in low amout in this seeds.
Though the citochemical cuts and eletronic microscopy of sweeping,
it was verified one tipical tegumentar structure, with a dense
layer of palisade and with cells quite elongated. The palicade
became metachromatic when colored with AT PH 4,0, due to the

presence of pectic substances. Also there were a strong coloration
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of the PAS due to the presence of celulosys. None of the species
showed the "Linea Lucida"™ in the cells of the testa, caracteristic
of water impermeable seeds. The cromografic analisys revealed a
great glucose, xylose and arabinose content in the teguments of
these three species. In the Mucuna tegument, the presence of brown
corps, posibly taninns, was detected. The data obtained in the
embibement curve show that Guandu and Lab lab embibes faster.

Mucuna embibed more slowly, and although it is also a permeable

tegument specie, one can verify that it the testa that presents the
major resistence to water entrance. So, it may be sugested that
this major resitence is due to the presence of tannins, wich were
present in great quantity only in this specie. The obtained results
were still confronted with those finded in totaly impermeable
species, whose tegument anatomy presents inumerable diferences in

relation with the three studied species.
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