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1. IHTRODUCZQ.

g R e e e e i e

leae da subfamflia Fabdideae (Papilionoideas) da famflia Le~
guminosae (POLHILL & RAVEN, 1981). Evidénciss fésseis suge -
rem que elé ge diferenciou dos demais géneros da tribo pro-
vavelmente a partir do Cretaceo (BERRY, 1916). Este género
conta atualmente com 50 espécies, com representantes nas
- zonas troplcals e subtropicais dos dols hemisférios, sendo
que dessas espécies, 25 sFo nativas do continente americano
(PIPER, 1925; SAUER, 1964).

0 numero de cromossomos no género € 2n = 22 como
.em varlos outros géneros de Phaseoleae. Esée valor foi re-

port~de para €. ensiformis (KAUAKAKI, 1930), C. gladiata

(COVAS, 1948), C, lineata (JINNO, 195&), C. maritima (MIEGE,



0 fruto de Canavalia & um legume. ¥ seco, deis-
cente e bivalvo, zigomorfo, alargado e comprimido; possul
falsos septos transversals e membranosos entre as sementes
(BURKAT, 1943).

No Brasil, C. ensiformis (L.> DC. e C. gladiata
V(Jacq.) DC. s3o espécles exdticas, de provdvel origem asid-
tica. S¥%o cultivadas em alguns pafses, prlncipalmenté'para a
alimentag%o com seu legume imaturo. C. ensiformis & uma

planta anual e rasteira mas pode, em condi¢Bes favoriveis,

ta &€ perene, apesar de que com o passar do tempo sua produ-
¢30 de frutos tende a diminuir. £ normalmente cultivada tu-
torada pois ﬁessa condig¥o sua produtividade aumenta. Essas
esgpécies s%o tambéﬁ bastante utilizadas como forrageiras,
com destaque para C,. ensiformis que & cultivada inclusive
Junto a culturas de c;fé e banana (TEIXEIRA-HENDES, 1940;
GEMTCHuJNICOV, 1976).

Em certas regies da Argentina, C. gladiata ¢
cuftlvéda como planta ornamental, fornecendo #reas sombrea-
das, produg¥o elevada de flores réseo-arroxeadas e muitas
vagens que chegam a atingir mals de 50 ¢m de comprimento
(BURKAT, 1S243). Em alguns paiées,'gA engsiformigs ¢ utilizada
em torrefacgBes, substituindo o café; em outros locals, suas

sementes s%0 consumidas maduras. Apresenta também importén-

cta industrial para a obten¢¥%o de urease dentre outras subs-
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tancias, ﬁma vez que suag sementes apreéentam grande quanti-
dade dessa enzima (GRANICK, 1837). Outra protéfna abundante
tar 2,5% do total protéico da semente o que também justifica
seu aprovéitamento industrial para a extra¢io dessa metalo-
- protefna (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1382).

Como'qualéuér leguminosa, Canavalia também vive
em simblose com bactérias fixadoras de nitrogénio atmosféri-
co, que se instalam em suas rafzes formando regiBies denonmi-
nadas nddulos. Devido a issoc s¥3o também cultivadas para a
adubag¢3o do solo, principalmente para o suprimento de nitro-
génio (GENTCHSJNICOV, 1976).

Em legdminésas, a maior parte das proteinas de
reserva existentes pertencem 3 clésse das globulinas, que
s¥o soldveis em soluc@es.salinas dilufdas (OSBORNE & CAMP-
BELL, 1838). Estudos de DANIELSSON (1943) enm 34 espéclies de
legumes, ‘de 8 tribos diferentes, das quais 29 espécies da
subfamilla Fabaideae: revelaram que, com poucas axcégﬁes,
todag a=s globulinag contém 2 éae?icientes de sedimentacio
caracter{sticos: aproximadamente 75 e 11S, chamadas respec-
tivamente de vicilinas e leguminas. Estas protefnas apresen-
Fam dfversag sub-unidades, com pesos moleculares que varlam
em geral de 20.000 a 70.000 (BAILEY & BOULTER, 1972: WRIGHT
& BOULTER, 1972; McLEESTER et alti, 1373; DERBYSHIRE et
atit, 1976).

A solublidade dessas protefnas & diferente, sen-—

do que as vicilinas s¥%o mals soluvels que as leguminas en



solugBes salinas mals dilufdas., Andlises qufmicas revelam um
‘conteddo médio em torno de 18% de Nitrogénio (N), 0,42% de
Enxofre (5) e ponto iscelétrico (pl) em torno de 4,8 para
leguminas e 17% de N, 0,18% de S e pl~ 5,5 para vicilinas.
Outra caracterfstica comum a essas proteinas, € um maior
contelddo de lisina e menor quantidade de triptofanc e dcido
glut&mico nas vicilinas.

As leguminas e as vicilinas s¥%o sintetizadas no
reticulo endopiasmético rugoso kRER), com 2 participéC%o da
partfcula reconhecedora do sinal (LEWIN, 1982). Sofrem modi-
ficagBes pés—traducionais j& a partir das clsternas do RER,
de onde seguem para o Aparelho de Golgi e deste para wvacdo-
log que receben a denominag¥o de corpos pr&téicos (EREKEN-
TUKER et alii, 1982; PERNOLLET, 1982).

Em C. ensiformis e C. gladiata
abundante & denomlﬁada canavalina, uma protefna da frac8o
7%. A canavalina forma um produto cristalizdvel quandoe tra-
tada com tripsina. Sua an&lise cristaiogréffca com ralos-X
revela que elas & formada por trés pares idénticos de sub-u-
nidades similares, mas n3o ldénticas (SMITH et alll, 1882) .
SAHHOUR et alii (1984) purificaram canavalina da fraé%o 75
de ervilha. Além disso, a andlise do gel eletroforético e

produz duag bandas eletroforéticas com P.M. 48.000 ¢ 24.000

(YAMAUCHI & MINAMIKAWA, 1986; 1987).



Outra protefna que aparece em grande quantidade
em C. ensiformis e C. gladiata € a concanavalina A (Cond),
uma metaloproteina que contém 0,023%¥ de mangané&s (SUMNER et
altt, 1938). |

| A sfntese de canavalina e ConA se inicia 30 dias
apés o florescimento. Até esse perfodo, quando as sementes
pouca globulina (YAMAUCHI & HMINAMIKAWA, 1986). A acumulagHo
de canavalina cessa aos 50 dias apds o florescimento enquan-
to que a ConA s¢ para de ser acumulada quando a maturag3o se
cémpketa, acs B0-85 dlas apds o florescimento. Essa diferen-
'ga ¢ regulada pela sfntese de RNA mensageiro (YAMAUCH! & HI-
NAMIKAUWA, 13887). Diferenc¢as temporals na express3oc génica
foram Lambém observadas eﬁ cutrog legumes, como ervilha e
soja (GATEHQUSE et altli, 1982; CHANDLER et altt, 1984: HEIN-
KE et alii, 13881; UALLING et =alii, 13986).

A formag¥o da CondA & feita a partir de um pre-
curgor denowminado préiﬂmnA e envolve o RER & Golgi. Ela re-
quer a presenga de um oligossacarideo rico em manose, pre-
sente na pré-ConA. O processo envolve clivagens proteolfti-
cas que eliminam também 2 fragHo glicrdica, transposi¢gfo e
ligag%o peptfdica (CARRINGTON et alii, 1985: HERMAN et alii,
1985; BOWLES et alit, 1986; CHRISPEELS et altil, 1986). Ou-
tras proteinas formadoras dos corpos protéicos que -envolvem
o transporte de um precursor do RER para o Golgi com o en-
volvimento de enzimas proteolfticas também jéd foram descri-

tog (HIGCINS et alti, 1983; CHRISPELLS et alili, 1982). A



pergdo gllicfdica da ConA, poderia estar envolvida no reco-
‘nhecimento das enzimas para a clivagem. Esse processamento
ocorrerla jid ao nivel do corpo protéico (FAYE & CHRISPEELS,
iQSY).

Quando a glicoéilaqﬁo das proteinas de reserva é
inibida por tunicamicina, ocorre pouco transporte de Proé-
ConA do RERVe do Golg¥ para os corpos protéicos, Entfetanto,
a tunicamicina n%o inibe o transporte de canavalina, pols
esta ndo é glicosilada. FAYE & CHRISPEELS (1987) sugerem ser
este um indfclio de que o transporte de glicoproteinas emn
plantas ¢ dependente da presenga de glicanas.

Outro fato relevante cbhservade em C. engiformis
¢ o de que cerca de 3,5 a BX do peso seco de sua semente &
congtitufdo pelo amino dcido n¥o protéico L-canavanina (&ci-
do 2-amino-4-guanidinooxi-butanédico) o qual & encontrado emnm
centenas de leguminosas e tem esirutura prdéxima a da L-argi-
nina. Seu pK é 7,01, bem abaixo portantoc do pK da L-arginina
(pH = 12,48). Assim,ﬁa substituig®o de um pele outre pode
provocar altera¢Bes conformacionals na estrutura tridimen-
sional da protefna (ROSENTHAL et alii, 1987).

Existem organismos que s3o canavanina resisten-
Les, pois seu RNA transportador reconhece apenas a L-argini-
na e portanto n3o Iincorpora significativamente a L-canavani-
na em sua sintese protéica. Outros entretanto, com§ muitos
insetos predadores de sementes, n%Ho possuem essa resistén-

cia. Asgsim, como grande parte do conteddo de canavanina &

consumida logo no Infcio da germinagio, existem sugestBes



para reiacioné~la com a defesa contra herbfvoroes (JANZEN,
'1981; ROSENTHAL et alii, 1987).

Canavalia possui ainda uma série de poliaminas,
das quais duas ndo s¥o wusuais: a canavalmina
(RH, (CH3 )y RH(CH, )3 NH(CH, )4 NHz) até agora =4 encontrada nesse
géneroc e a sym-homospermidina (HH;(CHz}aﬁﬁ(CHz)qHHZ} a qual
€ encontrada também em certas bactérias, plantas inferiores
e superiores e até em certos vertebrados (FUJIHARA et
alii, 1982). A canavalmina podé representar até 1,4 pmol/10g

giformis . Além disso, Canavalia contén putrecina
~0Q,2 pmol/10g PF}, cadaverina (1-2 pmoi/iOg.PF), espermidi-
na (2-3,5% umol/10g PF), sym—homoapermidlné (~1,3 pmol/10g
PF) e espermina (40,5 pmol/10g PF). O amino dcido.canavanina
& um dos precursores para a blossfntese dessas poliaminas
(FUJIHARA et alili, £986).
| - Pelos dados apresentados anteriormente pode ser
observado o grande nimero de trabalhos referentes a formagdo
e desenvolvimento de sementes e a composicfo de seu material
de reserva, principalmente nas espécies de maior valor eco-
némico, enquanto gue og estudos sobre a degradag¢Ho “desses
compostos durante a germinag3o, s3o relativamente pouce nu-
%eroscs e parclais.

Em geral, os corpudsculos protéicos se modifican
logo nos primeiros dias da germinag¥c, com a autdlise das

proteinas de reserva e os vaculolos normalmente se fundem,

dando origem a um vacdolo central (PERNOLLET, 1982).



Em Vigna unguiculata, a hidrdlise das protefnas
de reserva se inicia apds a fus3o de vesfculas citoplasmiti-
cas com 05 corpos protéicos (HARRIS et alii, 1875). VAN DER
mas proteclifticas estariam pfesentes no intefior dos corpos
proteéicos das sementes maduras e, devido a isso, esses cor-
pes estariam envolvidos por membrana e teriam papel seme-
.Ihante a lisossomos, no decorrer da germinag¥o. Apesar de
antagbnicos esses achados n3o s%o obrigatoriamente e%&ludenm
tes, uma vez que para a degradagio, poderia haver a ativagio
de enzimas do préprio corpo protéico e a ag¥o de enzimas dé
l isossomos primarios pré-ex!istentes, ou sintetizados apds a
embebiclo. "

BAUMGARTHER et alii (1978) demonstraram que uma
protease especifica de protefnas de resgerva é sintetizada no
citoplasma no inicio da germinaglo de ¥Yigna, sendo poste-
riormente transportada desse local para o interior dos cor-
pos protéicos. 1

De qualquer modo, os corpos protéicos n3o podem
ser considerados como simples reservatdrios de material rico
emJnitfogénio, masg teriaﬁ um papel relevante na regulagio do
fornecimento dessa reserva para a pléntula (PERNOLLET,
©18B82), através do transporte desse material, total ou par-
cialmente degradado. A esse fespéito, na maioria das vezes
n¥%c ¢ demonstrado se o produto da hidrdlise &€ formado por a-

mino 4dcidos, ou peptideos (ASITOH, 1876). Em Glycine max,

nos primeircs dlas de germinagio foram detectadas "in situ”
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aiteracﬁeé morfoldgicas e quantitativas ﬁo conteudo protéico
de suas células cotiledonares. Durante esse pekfodo, foi en—
contrado material protéico no interior das células dos wva-
sos, enquanto esse conteiddo diminuia nas demais células do
cotilédoné, sugerindo um transporte da reserva protélca na
forma de polipeptridecs (CORTELAZZO & VIDAL, 1988a).

.0 amido tamﬁém ¢ uma forma de reserva bastante
comum em sementes de leguminosas podendo atingir mais de HO¥%
do peso seco em Pisum sp e Vigcia faba. O tamanho e formato
dos gr3os de amido variam bastante entre as espécies (HAL-~
MER, 1985},

| .Em geral o acumulo de amido se inicia concomi-
tante ao acdmulo de albuminas e se estende até depoisg que &
iniciado o amadurecimente do fruto (PATE, 1975). A degrada-
c¥o do amfko.é_fe;ta'pelﬁ ci-amilase que normélmente existe
em peﬁuena-quantidade nas senmentes maduras. Entretanto, ne
infcio da germinag¥o essa quantidade é aumentada. Em alguns
cagog, hid também um In;remento na quantidade de fosforilase
e f-amilase (VAN ONCKELEN et alii, 1877),
| 0 local em que se inicia a)degradacﬁo do amido
para{j mobitizac%o-e/ou produgio de ATP, varia bastante en-
tre as diversas espécies de leguminosas. Em multas delas, o
infclio da degradacg3o se did na porg¢3o adaxial do cot!llédone,
em outras, na por¢ho abaxial e existem ainda espécies em gue
os primélros grgos de amido metabolizados se encontram nos

tecidbs centrals do cotilédone (BEWLEY & BLACK, 1978).
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Uma vez que as informac8es sobre a mobiliza¢§§ e
degradag3io das reservas de sementes durante a germinag3o
ainda se encontram com inumeros aspectos controversos; que
C. ensiformis e C. gladiata s¥o espécies pouco exigentes enm
terhos de qualidade do solo e umidade, apresentando cresci-
mento riplide e boa produtividade; que seus legumes s¥o con-
sumidos quéndo imaturos peis ao amadurecerem apreseﬁtam os
inconvenléntes Jé apontados quanto a algumas substinclas ar-
mazenadas: que devido a isso C. ensiformiz e C. gladiata
apresentam grande potencial econfmico, quer seja para seu
consumo como alimente, gquer seja na inddstria farmacéutica e
.médica, o presente trabalho teve como principal objetivo es-
tudar 2 degradacZo do material de reserva dessas sementes,
desde seu estado quiascenﬁe até a abscis¥o dos cotilédones
da planta jovem, através dé métodos cytoqufmicos, citofisi-
cos e bioquimicos de anéi;se.

Para atingir esse objetivo, procedeu-sze a:

i

1. Caracterizag3o topoquimica do material de reserva em co-
tilédones e eixos embrionidricos dessas sementes;

2. Acompanhamento "in situ” das alteracBes morfoldégicas e
quantitativas do material de reserva dessas sementes du-~
rante a germinag3o, até a abscis¥o dos cotilédones;

3. Observagiio de possfveis alteragBes na polaridade'das pa-
redes celulares e no estado de agregag3o de seus blopolf-

meros formadores, relacionando esses eventos com o pro-

cesso de mobllizag¥o dag reservas;



Caracteriza¢3o e dosagem bioqufmica das reservas existen-
tes ao nfvel dos cotilédones das sementes dessas espé-
cles;

Verificag®o das alterages no conteddo das principals re-
servas desde o infcio da germinag3o até a abscisfo dos
cotilédones airavés de dosagens bloguimicas das mesmas e
de eletroforeses do material protéico em gel de poliacri-
lamida-3DG;,

Verifica¢do e comparac¢fio do poder hemaglutinante do mate-
rial protéico, ao nfvel do extrato bruto e das subfragles

de albuminas, globulinas e vicilinas, em diferentes con-

‘dicBes;

Comparaco dos resultados obtidos’nas observagBes "in si-
tu” com aqueles obtidos nas doségens bioguimicas;

Procedeu~ge alinda a andlise crftica do método de dosagem
de protefinas em funcgXo dos tipos de protefnas existentes

nas sementes das duas esgpécies analisadas.

i
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2. HATERIAIS E HeTODOS:

P T i e i S il Tk L e S, S R b b e S i

Foram utilizadas sementes de Canavalias ensgifor-
mis, antes e apds 7, 14 e 21 dias de embebic80 e sementes de
Canavalla gladiata, antes e apds 7, 14, 21 e 28 dias de em-

bebicio.

2.1, Caracterizacio geral:

Az sementes quiescentes foram caracterizadas en
seus aspecios gerals, como peso fresco, peso secc e volume.
A obteng3o do peso fresco foi efetuada em balanga analftica
com 4 casas decimals, realizando-se BO repeti¢les para cada
uma dasg espécies utilizadas. A seguir, os materials permane-

ceram durante 48 horas em estufa com circulacgio de ar, a
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80°C, sendo entXo deixadosz em dessecador até a establlizaclo

"de seu peso. 0 teor de &dgua das sementes, fol calculado a

partir da férmula:

pesc fresco
A estimatlva do volume das sementes foi felta a
partir de 50 nmedigles de seus trés eixos ortogonais, feita
com © auxfilio de um paguimeitro, sendo ent%o aplicada a equa-
cio: V = (¥ /6).A.B.C, onde V & o valor do volume, em mm ;
M= 3,14; A = malor eixo; B = eixo médio; C = menor elxo
(MELLO & VIDAL, 1880y, |
Lotes com 50 sementes foram ent3o colocados para
é germinag¥o em vermiculita a 25°C, com fotoperfode de 12
horés e regados com dgua destilada, a fim de ser determinado
o perfocdo de abscis3o dos cotilédonés.
A partir dos resultados obtidos, 4 lotes de (.

engifornis e B lotes de C. gladiata com 50 sementes cada fo-
ram colocados para a germinagfco nas mesmas condi¢Bes ante-
riormente descritas. A cada 7 diaz, um dosgs lotes de cada es-

péclie fol retirado sendo o material utilizado para a fixag3o

. @ Inclus3o em parafina e para as extragBes e dosagens bio-

qufmiéas. Cada um deles foi ldentificado com as iniclals das
espécies seguidas do tempo de embebic¥o. Assim, Celd e Cg0d
se referem a gementes quiescentes de C. ensiformis e C

gladiala respectivamente e Ce7d, Celdd e Ce21d; Cg7d, Cgl4q,

Cg2ld e Cg28d se referem ao material analisado apds os di-

versos tempos de embebicgio.
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Durante as coletas fol determinado o peso fresco
dos cotilédones, da parte aérea e das rafzes - das plantas.
Além disso, procedeu-se também 3 medigZo do comprimento

(em mm) da parte aérea dés mesmas .
2.2. EixacHo;

Cotilédones e eixos embriondrios ou rafzes dos
materiais nos dlversos tempos utilizados foram submetidos a

dotis processos de fixac3o:

2.2.1. Fixac%o em solug¥o de paraformaldefdo a 4% en
Ltampdo fosfato de potdssio 0,1 M a pH 7,0 e glutaraldefde a
"10% durante 48 horas a 5°C (KIERNAN, 1981), seguindo-se va-

rias lavagens em sgus destiladsa, durante 15 min.

2.2.2, FixacZo em etanol a 100% durante 48 horas a 5° C

(LISON, 1853>.

2.2. Processamento pés-fixacho:

Apds a fixag¢¥o, quando necessario, os materials
foram desidratados em solugBes de etanol con concentracﬁeé
crescentes {(de 70 a 100%), diafanizados em xilol durante
15 min e Sleo de cedro durante 14 dias (PDLICARD et alil,

1957,
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Og materials assim processados foram inclufdos
em parafina e seccionados em micrdtomo R.Jung-lleidelberg, em

cortes com 8 pum de espessura.

2.4. §§&Q§Q§.g.&szuimisgﬁ,_.§g”aaé},}.gm

2.4.3. Azul de Toluidina a pH 4,0 (AT) para a8 detecco

de radicaisz anidnicoz e metacromasia:

Procedeu~se & colorag¢fo pelo AT em tampZo Mcll-
vaine a pH 4,0, durante 15 min a temperatura ambiente, se-
‘guindo-se 3 banhos rapidos em sgua destilada, secagem ao ar,
diafaniza¢¥o em xilol durante 10 nin e montagem em bdlsamo

do Canadda (VIDAL, 1977).

2.4.2. ¥ylidine Ponceau a pH 2,5 (XP) para a detecclo
de radicais catiﬁnicosz ‘
i

Os materiais foram corados durante 15 min a tem-
peratura ambiente com solug¢Ho aquosa de dcido acético a 3% e
xylidine Ponceau 0,1%, pH 2,5, seguindo-se lavagem em dcido
acético a 3% durante 30 min, dgua destilada (5 min), desi-
dratacZo em etanol a 95% e 100% (5 min caday, diafanizacﬁ§
em xilol durante 10 min e posterior montagem em bidlsamo do

Canadd (VIDAL, 13702,
Como conirole desse método, os cortes de mate-

riais flixados em etanol a 100% foram submetidos a digestio
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pela pepsina (2 mg/ml em solugio de HC! a pH 1,8), por 3 ho-
ras, a 37°C, Apds esse perfodo, og materiais foram lavados
em agua, corados com xylidine Ponceau e montados em bdlsamo

do Canadd, como descrito no pardgrafo anterior.

2.4.3. Reaclo de Feulgen para DHA:

Os cortes de materiais fixados em etanol, foran
submetidos a hidrdlise em HC] 4 N durante 1h30min a tempera-
tura ambiente, lavados em Agua, imersos em Reativo de Schiff
(LILLIE, 1954) durante 40 min, lavados 3 X (5 min cada) emn
'ééua sulfurosa (18 partes de dgua destilada, 1 parte de
HCl1 1 N e 1 parte de metabissulfito de sédio a 10%), desi-
dratados em etanol 95% e 100% (2 min cada), diafanizados en
xilol durante 10 min e montados em badlsamo do Canadd (MELLO

& VIDAL, 1880).

2.4.4. Hétodo do PAS para a detecclio de polissacaridsos

¢ glicoproteinas:

Os cortes foram oxidados durante 10 min em dcido
perlé&ico a 0,05%, lavados em &gua, Imersos em reativo de
Qchiff (LILLIE, 1954) durante 8 min, lavados em agua sulfu-
rosa, desidratados em bateria de etanol com concentrac3es
crescentes até 100%, sendo a seguir diafanizados em xilol

durante 10 min e montados em bédlsamo do Canadd (MAIA, 1979).
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Como controle desse método, l8minas contendo os
materiais analisados foram imersas em Reativo de Schiff sem
terem sido oxidadas pelo dcldo periddico, procedendo-se as
demals etapas desse método como descrito no pardgrafo ante-

rior.

2.5. Célculo das dreas e volumes de or3og de_amido:

Ds materiais submetidos ao método do PAS foram
utilizados para a estimativa da drea e volume dos gr3os de
amido, individualmente e por célula,

Inicialmente, précedeu~se 2 contagem do numero
&e gros de amido em 40 células de campos aleatdrios, de
Celd, Ce7d Ceidd e Ce21ld; Cgld, Cg7d, Cgl4ad, Cg2ld e Cg28d.
Os valores obtidos foranm Smeetfdoé a andlise exploratdria
de dados e descritos segundo o dlégrama esquendtico de
Tukey (1977).

A partir da andlise exploratdéria foram escolhi-
das células contendo determinado numero de gr¥os, represen-
tando os 50% da populag3o mais préximos da mediana, ou seja,
~12 quartil, mediana e 22 quartil.

Escolheu-se a seguir, um miltiplo inteiro do
m.m.c. {mfnimo miltiplo comum) dentre os valores do numero
de gr3os encontrados por célula, a fim de se calcular o ta-
manho da amostra (n) no qual fosse obtido um erro miximo de
5% nas estimativas de drea e volume dos gr3os, ao nfvel de

1% de probabilidade, segundoc a equagHBo:
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onde z & obtido a partir da tabela normal (x) ao nivel de
P = 0,01; S£:= desvio padr3o; e = erro em %; n = tamanho da
amostra.

Desta forma, Féram estimadas as 4reas e os volu-
mes de 360 gr¥os de amido por tempo ¢ espécie utilizados.
‘Estas estimativas foram efetuadas medindo-se o eixo maior e
©¢ elxoc menor de cada gr3o, utilizando-se um microscdpio
ZeisgL com objetiva Plan 40¥% e‘ocuiar JENA X15X. O0s wvalores
obtidos nas medigBes dos eixos, foram transformados em P,
apds determinagio da correspondéncia das unidades da ocular
com uma lémrna‘milimetrada, obtendo~se a seguinte relag3o:
57,5 unidades da 6cular = 10 pm nawlémina.

Apds a transformag¥o para pm, as dreas de cada
grdo foram estimadas stravés da equac3o:

A= T.(as4 + brar
onde A = srea estimada em pmz; V= 3,14; a = malor eixo;
b = menor eixo.

A seguir, foram estimados os valores dos volumes

de cada grd¥o, atravé$ da equagio:

V = (T/6).A.B.C
énde V = volume estimado em pma; ?f= 3,14; A = malor eixo;
B = C = menor eixo (MELLO & VIDAL, 1980).

Os valores obtidos para as é4reas e volumes dos
grdos de amido foram normalizados segundo a funcdo:

log 5 + valores obtidos (BOX & JENKINS, 1976). Procedeu-se
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entZ%o 2 andlise de variSncia com dois fatores, utilizando-se
o teste de Tukey para contraste entre duas médias de trata-
mentos (GOMES, 1982), sendo: & = q.s/Vr', onde g é o valor
da amplitude total estudentizada ao nfvel de 1% de probabi-
lidade; s & a estimativé do desvio padrdo residual e reé o
mimero de repetigBes.

. As dreas e os volumes do conteddo total de amido
por célula foram estimadas em 72 células de cada tempo e ma-
terial utilizados. Estes valores foram obti&os através da
soma das dreas e volumes dos gr3os de amido existentes, na
populagio determinada pela andlise exploratdria referida an-
-teriormente. Apds a normalizag¢¥o dos dados segundo a fungZo:
iog 5 + valores obtidog, realizou-se a andlise de varifncia
com 2 fatores e teste de Tukey, como efetuado para o‘célculé
da drea e volume por gr¥o de amido. |

Foram ainda realizadas medicBes dos dols eixos
ortogonals em 40 cédlulas de Ce0d e Cg0d nas mesmas condicBes
Jé descritas, para a estimativa da drea e do volume das cé-

lulas cotiledonares.

. 2.6, Bedigles dos_reterdos dpticos:

8Os retardos dpticos foram obtidos a partir de
material desparafinizado, imerso em &gua, glicerol puro ou
nujol por um minimo de 2 horas (VIDAL, 1964).

As medi¢les foram realizadasg ém microscdplio de

polarizag¥o Zeiss, utilizando-se compensador giratdrio A/d e
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luz monocromatica amarela (A= 583 nm). Foram realizadas 20
medi¢Bes dos retardos dpticos em paredes de células cotile-
mos tempos utilizados nos métodos cltoquimicos de anidlise,
ou  seja: 0, 7, 14 e 21 dias de germinac%o,valém de 28 dias

-0s resultados das diversas medig¢8es foram trans-
formados segundo arfunggo: Vretardos {BOX & JENKINS, 41976)
e submetidos a andlise de varifsincia com dois fatores. Para a
compara¢do, fol realizado o teste de Tukey para contraste

entre duss médias de tratamentos (GOMES, 1982), sendo

A= q .s8/VF, onde q & o valor da amplitude total estudenti-

zada a0 nivel de 1% de probabilidade; s é a estimativa do
desvio padrdo residual e r é o nimero de repeti¢les de cada

tratamento.

2.7. Bétodos bloguimicos de sndlige:
2.7.%. Extrac8o, dosagem e carscterizaclo de dcidos

graxos dos lipfdios:

Foram utilizadas 5 gramas de farinha de cotilé-
dones (2 repetigles cada) de C. ensiformis e C. gladiata a

partir de sementes colhidas em marg¢o de 1988 e estocadas sob

refrigera¢dc em frascos 8mbar. A extraciio dos lipfdios foi

feita segundo método de BLIGH & DYER {(1959). A dosagem dos

lipfdios totals foi realizada em termos de porcentagem, re-

lativa ao peso fresco e pesc seco.
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0O ©OSleo foi saponificado e esterificado para a
obteng¥o dos metil-ésteres segundo HARTMAN & LAGO (1973). A
'separacﬁo dos ésteres metfllicos fol feita a partir da iInje-
¢%o de 1 pl dos 4cidos graxos métilados em cromatdgrafo =a
gds CG-37 acoplado a um lﬁtegrador procegsador CG mod.200,
com coluna de metal com 2.500 mm X 3,17 mnm (1/8") contendo
como fase estacionidrlia FFAP (poli-etilenoglicol &cido nitro-
.tereftélico) a 10% e como suporte, chromosorb W-silica. A
temperatura da andlise varlou de 200 a 2302C a uma véiocida~
de programada de 2 C/min, permanecendo por mais 30 min a
230 C. A velocidade do papel fol de 1 mm/min, dos gasés
H, e H; foil de 0,5 ml/s e do ar sintético, 3,3 mi/s, Dg &ci-
dos graxos féram Ldentif!cados'comparando-se os cromatogra-
mag obtidos com padrfes existentes, baseados nos tempos de
retencdo de véarios &dcidos graxos conhecidos (Sigmad.

Foi também calculado o fndice de perdxidos para
os lipfdios presentes nas duas especies, a partir da mistura
de 0,5 g de dSleo obtzda, com 30 ml de solugBo 3:1 wv/v de
dcido acétlco glaclial e cloroférmio. Apds homogeinizagio,
foi adictionado 0,5 ml de uma solug¥o aquosa saturada de io-
deto de potdssio, sob agitac3o vigorosa e apés 1 min, adi-
cionados de uma 86 vez 50 ml de dgua deionizada, fervida e
fria. Apds agitag¥o, fol misturado 1 ml de solu¢3o aquosa de
amido a 1%. A mistura obtrdé fdi titulada com soluclo de
tiossulfato de sddio 0,01 N, atd o desaparecimente da cor
azul obtida.

0 fndice de perdxidos fol calculado segundo a

equagio:
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IP = (Va_ - Vb)) w N x=_1.000

onde: 1P = fndice de perdxidos em mEq/kg de lipfdios; Va =
volume da amostra} Vb = volume do branco da reacg%io; N = nor-
malidade do tiossulfato de sédio;Ag = gramas‘de dleo utili-
zadas (ACUAC Official Method 28023 e 28024, 1970, com modifi-
‘cagcBes em relagZo & quantidade de amostra e volume de sol-

ventes).

2.7.2. Dosagem de amido:

Para as dosagens de amido, foram utilizados co-
tilédones de sementes quiescentes e eixos embriondrios de
CeOd.e Cgld, 'folhas cotiledonares e rafzes de Ce’7d, Celdd e
Ce21d; Cg7d, Cgl4ad, Cg2id e Cg28d.

Foram utilizadas 3 asmostras com 0,1 g dos mate-
riais, obtidos apds moagem para CeOd e Cg0d, ou apds macera-
¢80 para os demals témpos anal isados.

Os materials foram colocados em 30 m! de uma
 mistura de metanQ},Acloroférmio e dgua (MCA) na proporgio de
12:5:3 v/v segundo adaptag¥o de SHANNON (1968). Apds homo-

ée{nizagﬁo em Polytron, gquandec necessédrio, procedeu-se 2
centrifuga¢fo durante 10 min a 2.000 rpm em centrifugador de
mesa Excelsa 3 (FANEM Ltda.). Os precipitados foram ressus-
pendidos em 20 ml de MCA e novamente centrifugados nas mes-

mas condic¢des.
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Apds as centrifugag®es, os szobrenadantes foram
descartados e o precipitado foi ressuspendido com dcido per-
cldrico a 30% (PCA), segundo método de McCREADY et altl
(1950). Foram feitas duas extra¢®es com 10 ml de PCA.

As doéagens de amido foram realizadas utilizan-
do-se o reagente de antrona, obtido a partir da mistura de
200 mg de antrona (Sigma) em 100 ml! de dcido sulfirtco a 95%
{HcCREADY et alii, 19503, Alfqﬁotas de 1 ml de cada - extrato
foram acrescidas de 2 ml do reégente de antrona em tubos de
ensalo. Apds agitag¥o, os tubos foram aquecidos e mantidos
durante 5 min em &gua fervente (SCOTT & MELVIN, 1853).

Para as dil#igaes necegesrias utilizou-ge d&gua
destilada. As leituras das absorbfincias foram feitas enm
620 nm (Esquema 1). H

Os cdlculos para as dosagens foram feitos utili-
zando~se a reta padr¥o obtida a partir de solucgBes aguosas
com 10, 30, 50, 70 e 160 rg de glicose por mililitro. OUs va-
rlores encontrados nas amostras foram multiplicados pelo fa-
tor 0,9 para a convers¥o a amido, segundo McCREADY et altd
- {18507 .

Os valores obtidos nas dosagens, foram compara-—
dos com a mediana do nimero de grdos de amido por célula em
cada espécie e tempo analisados, fazendo-se a relaglo exis;
tente entre os mesmos, através de anslise de regress¥o des-

ges dados.



ESQUENA 1}

- EXTRACXO E DOSAGEH DE AHIDO

0,1g de amostra +

30 ml de HCA

centrifuga¢do 10 min, 2000rpm

']

l

PRECIPITADO +

20 ml PCA 30% SOBRENADANTE

centrifugacio

10 min, 2000 rpm > SOBREHADANTE

c Y
|PRECIPITADD +

10 m1 PCA 30%

centrifugagdo

{ 10 rin, 2000 rpm = PRECIPITADO

‘{duas vezesg}

| DOSAGEM (A = 620 nm)

SOBRENADANTE = {1 m! sobrenadante +

2 ml sol.de antrona
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2.7.3. Extrac¥o e purificaclo de protefnas em cotllédo-

nes deo sementes quiescentes:

Para a obtenc¢Xo do extrato protéiéo total, fol
utilizado 1 g de farinha de cotilédones de C. engiformis e
C. gladiata obtido apds moagem. Essa massa fol colocada em
20 ml de NaOH 0,1 N. A seguir, os materiais foram centrifu-
gados durante 135 min a 2.000 rpm enm centrifugador de mesa
Excelsa 3. Os precipitados foram ressuspendidos e novamente
centrifugados mals duas‘vezes, nas mesmas condig¢les. 0Os pre-
cipitados foram ent3o descartados e aos sobrenadantes foi
adicionade acido percléricd (PCA) de forma a ser obtida unmsa
concentragio final de 5% de PCA. As éolucaeé obtidas foram
.colocadas em banho-maria a 80°C dﬁrante 15 min e novamente
centrifugadas durante ;5 min a 2.000 rpm. Os sobrenadantes e
- precipltados foram recolhidos separadamente e estocados a
-20°C (Esqﬁema 2).

A obtencH¥o das sub-fracgBes de albuminas, legumi-
nas e vicllinas fol feita a parﬁir de 2 gramas de farinha de
" crito no pardgrafo anterior. A essa farinha, foram adiciona-
dos 50 ml de NaCl 1 M em temp¥o fosfato 0,05 M a pH 7,4. A
éeguir, os materiais foram centrifugados durante 15 min a
2.@00 rpm. Os precipitados foram ressuspendidos em 30 ml de
NaCl e novamente centrifugados nas mesmas condic¢fes. Us pre-~
cip!.ados obtidos foram descartados e os sobrenadantes foram

diallsados em Agua destilada, com 3 trocas diarias durante
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4 dias, sob refrigera¢do. Cada a2mostra fol ento centrifum
‘'gada durante 15 min a 2.000 rpm. O sobrenadante de cada uma
das espécies fol recolhido e denominado fracgido albumina.

O precipitado foi ressuspendido em 30 ml de NaCl
0,2 M, tendo seu pH ajustado para 7,4 com NaHCO3 1 M. A se-
guir, o pH foi levado até 4,7 com solucg3o de acido acético
1 ¥ e o material fol novamente cenﬁrlfugado durante 15 min a
2.0000 rpm. O precipitado fo! recolhido e denominado fracg¥o
legumina.

0 sobrenadante Foi'dia]isado em agua destilada,
com 3 trocas didrias durante 4 dias, sob refrigerac%o. Apds
esse perfodo, o material foi centrifugado durante 15 min
a 2.000 rpm.- O sobrenadante fol descartado e o precipitado
foil recolhido e denominado frag¥o vicilina.

& frac3o albunmina obtiéa, P§1 precipitada con
dcido percldrice a 5% (concentrag¢fo final) durante 15 min a
90°C, sendo ent3o centrifugada por 15 min a 2.000 rpn. 0 so-
brenadante fol descartadoc (Esquema 3).

Os quatro precipitados recoihidos para cada es-—
pécie, ou seja: fragfBo protéica total, fragZo legumina, fra-
¢80 wvicilina e Pracﬁo albumina, foram liofilizados em liofi-

lizador da Edwards do Brasil, a -40°C durante 16 horas.

2.7.4. Dosagen do material protéico;

As dosagens do material protéico foram feitas

pelo método do Coomassie Blue (BRADFORD, 1876).
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&

Para as dosagens, foi preparada uma solu¢3o con-
tendo 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma -
B-1131) em 50 ml de etanol 95%. A esta soluglc, foram
acrescentados 100 ml de écido ortofosférico a 85% completan-—
do-se o volume para 1 litro com égﬁa destilada.

Amostras contendo 5 e 10 mg da frag3o protéica
total e de cada uma das fracBes de globulina liofilizadas,
foram ressuspendidas em 10 m! de NaOH 0, 1N. Alfquotas de
0,1 =ml foram retiradas e a elas foram adicionados 5 ml do
reagente, com irés repeti¢Bes para cada amostra. Apds 2 min,
‘procedeuusé ) construcﬁé das curvas espectrais dessas solu-
¢Bes, de 350 a 700 nm, para a determinaé%o do pico de absor-
¢¥0o das mesmas.

Como controle comparativo, preparou-se uma solu-
¢%o .a 1 mg/m! de soroalbumina xbovina (BSA, Sigma) em
- HaOH 0,1 N. A a}fquotaé contendo 0,1 ml dessa soluclo e 0,05
m! da solugZo + 0,05 m! de NaOH 0,1K foram adiciénados 5 ml
do reagente e construfdas curvas espectrais nas mesmas con-
digBes j& descritas,

Comm as medi¢Bes das absorbincias no comprimento
-de onda correspondente ao pico de absorg¢¥o, foram construf-
das retas padr¥o para este métodd de dosagem, a partir das
mesmas solugBes ulilizadas, preparando-se ainda solugBes co@
concentragfes de 2,5 e 7,5 mg em 10 mi de NaCOH 0,1 N, Assim,
as retas padr¥o apresentaram sempre quatro pontos determina-
dos, ou seja: 25, 50, 75 e 100 pg de proteifna em 0,1 ml de

solugfo (Esquema 2 e 3.



ESQUENA 2

OBTENCEO E DOSAGEN DO EXTRATO PROTEICO TOTAL

1g de farinha +

20 m1 NaOH O,1N

28

Centrifugac¥o 15 min, 2000 rpm

(Lr8s verzes)

¥

GOBRENADANTE

-PCA conc.final 5%,

15min, 90°C

¥y

PRECIPITADO

~centrifugacdo 15 min, 2000 rpm

¥
PRECIPITADO

1

Y
EXTRATO PROT£1CO

TOTAL

ressusp.NaOH O,1H

¥

¥
SOBRENADANTE

liofilizac%o —-40°C, 16 h

DOSAGEM

O,1ml solugio obtida +

Curvas espectrais

350 a 700 nm

5 ml coomnassie blue

Reta padrio

23, 50, 75 e 100 pg/ml




~PCA 5% conc.final

—centrif.15% min,
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ESQUENA 2

OBTEHCRO DE ALBUNMINAS, LEGUMINAS E VICILINAS

2g de farinha + 50 ml RaCl 1M

Tp.POy 0,05M, pH 7,4

i

PRECIPITADD

centrifuga¢so 15 min, 2000 rpm

didlise c/H,0 dest.

Y

SOBRENADANTE

‘f

SOBRENADANTE

Y

centrifugac¢¥o 15 min 2000rpm

15 min, 90°C

2000 rpm

¥

-1;

SOBRENADANTE

PRECIPITADO + 30 ml

NaCl 0,2 M, pH 7,4

pH 4,7 ¢/HAc 1Y
centrif.15 min,

2000 rpm

Y

centrif.15 min, 2000rpm

¥

SOBRENADANTE

didlise </H;0 dest,.

PRECIPITADRO

(ALBUMINASY

PRECIPITADO

PRECIPITADO

Y

SOBRENADANTE

DESCARTADO
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Amostras contendo 100 mg de cotilédones e elixos
embrionarios de sementes guiescentes de C. ensiformis e C.

gladiaks ou cotiledones & rafzes dessas espécles nos diver-

sos tempos utilizados, foram macerados e homogeneizados em

MCA como ja descrito em 2.7.2. Apds centrifugacfo durante 15
min a 2.000 rpm, os precipitados obtidos foram resguspendi-
dos 3 vezes em 5 ml de NaOH 0,1 N e centrifugados nas mesmas
condigBes. Cada fra¢do foi ent¥o precipitada com um volume
delécldo percldrico para tornar a solﬁcﬁo a 5% em termos de
PCA.  As solugBes foram entﬁo- deixadas durante 15 min em
banho-maria a S0°C e posteriormente centrifugadas durante

15 min a 2.000 rpm. Os scbrenadantes foram guardados a

-20° C. Os materials precipitados foram réssu$pendidms en

30 ml de NaOH 0,1 N.

| _lequotas de 0,1 ml das solugles obtidas foram
adicionadas a 5 m! da solu¢¥Bo de Coomassie blue. Foram rea-
lizadas 3 repeticlBes para cada amostra. As absorbincias fo-
ram lidas apds 2 min, no comprimento de onda determinado pe-

las curvas espectrals (Esquema 4).
2.7.5. Caracterizac8o do material protéicoe
Os materials utilizados para as dosagens protéi-

cas foram também submetidos 3 eletroforeses em gel de polia-

crilamida com 5SDS, segundo ZINGALES (19843,



ESQUEMA 4:

DOSAGEN DOS MATERIALIS PROTEICOS

100 mg amostra

+ MCA

homogeneizagso

Y

PRECIPITADRO

centrifugac¥o 15 min,

NaOH O0,1 R (3X)

¥

SOBRENADANTE

2000 rpm (3XD

¥

SOBRENADANTE

centrifugac¢io 15 min,

H

f

PRECIPITADO

PCA 5% conc.final, 15 min, 290°C
2000 rpm

Y
PRECIPITADO

¥

ressusp. 30 ml NaOH 0O,1N

l

| SOBRENADANTE

DOSAGEN

e 0;1 ml da solug%o obtida

5 ml solugHo Coomassie blue

31

centrifugac¥o 15 min, 2000rpm
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Inlictalmente foram aplicados 60 pg do extrato
total e 30 pg de cada uma das sub-fra¢@es obtidas na purifi-
cag¥o (albuminas, leguminas e vicilinas) de C, ensiformis em
gel de poliacrilamida a 6%, preparadas em tampZo n¥o redutor
{Tampdo Tris-HC] 62 nM pH-&,B;-SDS 2%; gl;cerol 10%; EDTA
10 mM e azul de bromofenc] 0,01%) ou en tamp¥o redutor
(Tamp%0o n¥o redutor + 2 mercaptoetanol! 0,2%). Apds a reali-
za¢¥o dessa eletroforese foram entZo aplicados 60 pg do ex-
trato total e 230 pg de cada uma das subfragBes obtidas na
purificag¥o, de C, ensiformis e C. gladiata em gel de po-
liacrilamida a 10%, preparadas em tamp3o redutor. Antes da
'aﬁlicacﬁo, nos dois casos, as amostras foram fervidas duran-
ﬁe 3 minutos. 0 tampZo wutilizado nas eletroforeses fol Tris
25 mH, glicina 130 m¥ e SDS 0,1% (GOHES, 1988). - Para cada
placa foram aplicados 25 mA e 100 V (Fonte AUJE, da Auje
Ind.Eletro-eletrdnica Ltda). Padr8es de peso molecular (Sig-
ma) contendo miozina (PH‘= 205.000), Db-galactosidase (PH =
116.000), fosforilase b (PM = 97.400), albumina bovina

(PH

#

66.000) ,ovalbumina (PH = 45.000) e anidrase carbdnica

(PH

29.000) foram analisados em paralelo. Além disso, uti-
" llzou-se separadamente 10 ug de albumina bovina e 10 pg de
Concanavalina A,

A coloragdo dos diversos géis apds a corrida,
fol feita utilizando-se Coomassie blue R-250 a 0,2%. Para a
descoloragdo utilizou-se soluclio contendo metanol a 50% e
dcido acético a 10%. Os géis foram ent¥o detxados por pelo

menos 2 dias em solug¥o aquosa de glicerol a 3% e metanol a



30% sob refrigeracg3o (BLUM et alii; 1987) e posteriormente

- fotografados.

2.8, Hemaglutinacles:

Foraﬁ realizadas hemaglutinac®es "in situ” e "in
Qitro” a 20°C ou 37°C com todos os materials utilizados nas
andlises citoquimicas e bioquimicas.
| Para as hemaglutinac¢®es "In vitro” procedeu-se 2
mistura dg 10 nl das splches de protefnas obtidas no f{tem
2.7.4 e 10 pl de uma suspens¥o de hemiclas de coelho previa-
mente fixadas e tripsinizadas (VIDAL & PIMENTEL, 1985%), emn
l8minas histoldgicas. O poder hemagluiinante das sub-fracg8es
‘de albuminas e globulinas foi testado a partir de 10 pl de
solucles a-1 mg/ml desgas‘protefnas. Como contreole compara-
tive utilizou-se 10 Bl de solucglo de Coni na mesma concen-
tragdo. Apés agitag3o suave as misturas foram colocadas =
20°C ou 237°C durante 5 min e imediatamente observadas em mi-
croscopio.
As hemaglutinag®es "in situ” foram realizadas a
"partiir dos cortes obtidos apés microtomia e desparafinizacgio
(vide ftem 2.3). As l8minas foram imersas na solug3o de he-
miclas a 20°C ou 379C sob agitac¥o suave e apds 15 min nes~

. sag condigBes, foram observadas en microscopio.



3. RESULTAROS:
3.1. Caracterizacg¥o geral:

gladiata utilizadas apresentaram fndice de germinagdo enm
torno de 100% em todos os experimentos realizados. A carac-
terizacgdo geral dessas sementes, contende inclusive os valo-~
-res de comprimento do eixo maior, médio e menor, do volunme,
do peso seco e do peso fresco, encontram-se descritos na Ta-
bela 1. Pode-se notar que a primeira & cerca de 5,3. vezeé
menor que a $egunda_em termos de volume e 3,3 vezes menor en
termos de peso.

A protrus%o da radfcula se deu entre 40 e 60 ho-

ras apés o infcio da embebi¢¥o para a germina¢¥o. Apds 7



<

a5

l1a ensiformis e Canavalia gladiata;

PF eixo embriconiriol{g’

PE cotilédones (g}

PS5 eixo embriondrio(g)

Teor dJde dgua (%)

0,0109+0,002

1,320+0,16

0,0099+0, 002

10, 3%

Descrigdo C. ensiformis C. gladiatas
Cor da Casca branca magenta
Eixo maior. {(mm) 19,36+0,88 40,46+1,93
Eixo médio {(mm) 13,024+0,61 20,46+1,13
Eixo menor {(mm) 9,30+0,66 14,97+0,47
Volume (cu®) 1,23+0,128 6,50+0, 636
.Peso,fresco (PF) (g} 1,4830,i56 4,95+0,61
Peso seco (PS)(g) 1,33+0,159 4,49+0,419
PF cotilédones (g)— 1,469+40,16 4,926+0,6

0,0240+0, 004
4,468+0, 4
0,0220+0, 004

8,3¥%

Os valores representam a média de 50 medic¢Bes.
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dias de embebig¢3o, a parte adrea de Ce7d apresentou 0,5 cm
-de comprimenteo, atingindo 34,5 cm em Ce2ld. Em Cg7d esse va-—
lor também fol de 0,5 cm, chegando a 122,8 cm em Cg 28d (Ta-
bela 2). As plSntulas apresentaram seu primeiro par de fo-
lhas opostas e ovaladas e a partir deste, folhas alternas e
trifolioladas.

A abscis¥o dos cotilédones de C. ensiformis

do 272 dia, estendendo-se até o 312 dia.

ApSs a embebic¥%o, os pesos fresco e seco dos co-
tilédones sofreram grandes altera¢Bes e encontram;sa descri-
tos na Tabela 3. Cpmo egperado, oz pesos fréscos scofreram un
aumento acentuado apds a embebig¥o sendo 128% malores enm
Ce7d e 116% malores em Cg7d. Apds o 142 dia de embebi¢3o, hid
um acentuado decréscimo o valores dos pesos frescos das
duas espécies (Tabela 3). Pode-se notar alnda que no periodo
analisado hd mator reducfo do pesc seco, qgue passa de 1,32g
em Ce0d para 0,11g em Ce2ld (diminuic¢Zo de 92%). Em Cg0d o
peso seco de 4,47g € reduzido para 0,21g em Cg28d (diminui-

¢%o de 95%). Além digso, a malor redugio para o peso seco se

- —— o ——— e D L



TARELA 2: Comprimento da parte adrea de C, ensiformis
C. gladiata:

AN T T S Tl Ok et SO O T S S MR XY W S U T TE S (R Nk S A N PR SN ST M S S S S A Al PO MO S S P S ST S 2t S0 T

a7

Tempo , C. engiformis C. gladiata
O dias S . 0,00 0,00
7 dias , o,5iof4 0,5+0,3
14 dias - o ©1B,7+1,7 © 22,0+3,1
23 dias : - 34,5+5,5 91,644,2
28 dtas 55,2+6,8 122,8+12,5
35 dias 3 69,849,3 173,4+20,7

L5 A s . .t . L -

Os wve'ores representam a média de 50 medlc¢Ses

et
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TARBELA 2: Medidas do peso fresco e peso seco em cotllédones
de C, engifeormis @ C. gladiata nos diversos tempos

de embebic¥o utilizados

Tewpo Peso fresco(PF) (X} Peso seco(P5) (¥%)

Celd 1,47$0,16  (100%) 1,32+40,16  (100%)
Ce7d 3,36+0, 40 (229%) 1,0440,16  ( 79%)
‘Celdd 3,20+0, 40 (217%) 0,30+0,05  ( 23%)
Ce21d 0,8340,12 ¢ 56%) 0,114+0,01  ( 8%
Cg0d 4,93+0,61 €(100%) 4,47+0,42  (100%)
Cg7a 10,63+1,02 (216%) | 1 3,4440,41 ( 77%)
Cgled 9,15+1,01  (186% 1,13+0,20  ( 25%)
Cg21d 3,53+0, 40 ¢ 72%) 0,75£0,09  ( 17%)
Cg28a 1,84+0,28 Carny 0,2140,03 ( 5%

T TR AW S T, e, TR . i, S . ol SO TS, VS WO e AW Ak AL A, R M Al ok W S ey Y T e e T U M Y b, . A W o o L W VAR WS S N ELS e Wy VR Wl She o S i i e

- Os valores referentes aos pesos s¥o dados em gramas e repre-

sentam a média de 50 medicles.
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3.2. Celorac¥o com azul de toluidina a pH 4,0;:

Os cortes de cotiléddones de sementes qulescentes
dergé ensiformis corados pelo azul de toluidina revelaram o
formato arredondado de suas’célu!és. em contraste com a for-
ma mals irregular das células de C. gladiata, aparentemente
menores e éuardando éntre si um menor contacto que as pri-
meiras, é que @@carreta a formag3o de Iinmimeras lacunas
(Fig.1 e 2%,

As paredes celulares das células cotiledonares
coradas pelo AT apresentaram—se metacromdticas. No iInterior
.dés células foram notados gr3os de elevade tamanho, n3o co-
rados, além de inudmeros gldébulos fracamente corados e orto-
cromaticos, com envoltérioé corados em azul (Fig. 1 e 2).

Em cortes tangénclais das‘paredes celulares, pPs-
de-se notar a presenga de inumeros espag¢os circulares de
grande tamanho e n%o corados pelo AT. Esses espagos foram
detectados em todos os materliais e tempos analisados.

A nmetacromasia das paredes celulares fol mals

acentuada nos cortes dos cotilédones apds a embebic¢Zo, au-

‘mentande com o decorrer da germina¢3o @ atingindo um grau

ta, quando ocorreu a absclsHo dos mesmos. Hesses tempos as
células cotiledonares apresentaram-se mais irregulafes e com
inimeras paredes celulares rompidas. A partir do 72 dia apds
a embebig¢%o fol notada a presenca de feixes de células meno- -

res, espalhados por todo o cotilédone, com paredes celulares



Fig.1-4: Cortes de cotilédones de Canavalla corados pelo AT.

Podem ser notadas as paredes celulares metacromat -
cas. Aumento: 460 X. Fi1g.1: Semente quiescente de
C. ensiformis. Nota-se um formato celular arreéon*
dado e um conteddo ¢ltoplasmiatico formado por grios
ndo corados (A) e grinulos fracamente corados e or-
tocromdticos (B), com envoltdrios corados em azul
(i, Fig.2: Semente qulescente de o gladiata. As
estruturas cltoplasmiticas presentes s3o semelhan~
tes &s da Fig.1. ﬁ formato celular & mais irregu-
lar, com lacunas entre as células (L), Flg.3: Coti-~
Iédone de C_ gnsiformis com 21 dlas de germinacio.
As paredes celulares apresentam-se mals metacroms-
ticas, com alguns rompimentos e possuem indmeros
poros n#o corados (LY. Hota-se ainda um Feixe_ de
célulag com paredes ortocromiticas (1), Fig.4: Co-
tildédone de ghlglanggg com 28 dias de germinac¥o.
As paredes celulares também apresentam-se mais me-
tacromdticas,  irregulares e rompidas., 0 feixe de

células com paredes ortocromsdticas também pode ser

vigual izado (1),
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mals espessas e ortocromdticas. 0O conteuddo citoplasmitico
foi diminuindo 2 medida qué o tempo avangou, n3o sendo nota-
ndo praticamente nenhum material corade nos cotildédones com
mais idade (Fig.3 e 4).

Nicleos e nuléolos também foram corados pelo AT
em azul-esverdeado. Os nucleos em CeOd e CgOd .apresentaram
um formato ovdide enquanto que, os nucléolos, mais arredonda
dos, se coraram mais intensamente (Fig. 5 e 6.

Com o passar do tempo, os micleos foram se tor-
nando'ﬁals picndticos e em mulitos casos, fol obsefvada ape-
nas a imagem negativa do nucléolo (Fig.7 e 8).

Nos eixos embriondrios o padr3o de colorac3lo pe-
lo AT foi o mesmo, com paredeé celulares metacromsticas e
conteudo citqplasmético granﬁlar e pouco corado. Aﬁés 7 dias
de - embebig¢3o, o sistema radicular j& estava desenvolvido,
havendo grande formac%o de rafzes secunddrias nesse perfodo.
No cémbio foi notada a presenca dé células com paredes orto-
cromédticas enquanto qué as células parenquimdticas do cdértex
"apresentaram paredes metacromaticas (Fig.Bi. Apds 21 dias de
'émbebicﬁo aé rarzés J4 haviam iniciado o seu desenvolvimento

secunddrio (Fig.10).

3.2, Colorag¥o com xylidine Poncesu a pH 2,5

Os cotlilédones de sementes quiescentes corados
pelo XP apresentaram suas paredes celulares pouco coradas.

No citoplasma, fol observada a presenca dos grfnulos n3o co-



Fig.%-8: Detalhe de células cotiledonares de Canavalia apds

coloragdo pelo AT. Pode ser notada a colorac3o das
paredes celulares, ndicleos e nucléolos. Aumento:
1150 X. F19.5: Célula de CeOd. Fig.6: Cé&lula de
Cg0d. Fig.7: Ce21d. Fig.8: Cg28d. Nota-se a malor
metacromasia das paredes celulares em relac3o ao
material quiescente e os nucleos mais picnéticos.
Na Fig.7 pode ainda ser visualizada a presenca de
Inimeros poros quando o plano de corte foi tangen-
clal as paredes celulares. Na Fig.8, é visfvel a

imagem negativa do nucléolo (T).
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~ Fig. 9 e 10: Cortes transversals da raiz de C. ensiformis

apds a colorag#o pelo AT. Podem ser visualiza-
das as paredes celulares metacromdaticas e, na
regifo do cambio, Inumeras paredes celulares
ortocrométicas.- Fig. 9: Ce7d. Nota-se a forma-

cHo e degenvolvimento de rafzes secundarias

(7). Aumento: 40 X. Flg.10: Ce2l1d. Aumento:
115 X.
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rados pelo AT, que também n3o foram corados pelo xylidine
Ponceau. Entretanto, os gldbulos jd descritos, que circundam

os grénulos, foram intensamente corados, tanto em C, ensi-

Apdés a germinag¥o, o conteddo citoplasmdético fol
gradatlvameqte diminu{ndo. A principlio, até o 14= dia apds a
embebic¢io, foil notada uma diminuic¥o mais suavé. Ehiretanto,
apds esse tempo, © haterial corado diminuiu de forma brusca
été a abscis¥o dos cotilédones em Ce2ld e Cg28d, quando pra-
ticamente apenas as paredes celulares continuaram XP positi-
vas (Fig. 12 e 14).

‘O uso de xylidine Ponceau possibilitou a visua-
lizag%0o de diferengas no arranjo do material corado conforme
a posi¢do da célula no cotilédone, desde a Formagﬁofda se-—
mente, até a abscisdo dos cotilédones. As regifes mais peri-
féricas do cotilédone, apresentaram material corado tomando
praticamente todo o espag¢o celular, com alguns grénulos pe-

.
quenos n%o corados, enquanto que nas regiBes mais centrais,
o material corado apresentou um formato globular mais deli-
’mitado e os grﬁnulés ndo corados apresentaram-se maiores
(Fig.15 e 16).

Os eixos embrionidrios de sementes quiescentes
das \duas espéclies corados pelo XP, apresentaram uma grande
quantidade de material corado. As células parenquimdticas
exibiram material com um aspectc mals globular e em seu In-
terior foram observados gr&nulos n3c corados. As células

vasculares e precursoras de vasos, mostraram uma colorag¢3o



Fig.11-14: Cortes de cotilédones de Canavalla corados pelo

XP para protefnas. Fig.11 : Sementes quliescentes
de Canavalia ensiformls mostrando matertal pro-
téico circundando os gr¥%os n¥o corados. As pare-
des celulares apresentam-se pouco coradas.
Fig.12: Cot}lédone de C. ensiformis apds 21 dias
de embebic¢¥o. Praticamente nZo s3o notadas re-
giBes celulares coradas, exceto ao nfvel das pa-
redes celulares. F1g.13: Sementes quiescentes de
C. gladiata mostrando o conteudo protéico corado,
circundando os gr%os n%o corados. As células, com
formato mais irregular, possibilitam a formac3o
de espagos intercelulares vazios (L). Fig.14: Co-~
tilédone de C. gladiata apds 28 dias de embebi-

¢do, apresentando basicamente apenas as paredes

celulares fracamente coradas.
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‘F1g.15 e 16:
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Cortes de cotlilédones de C. ensiformis apés 7

dias de embebic¢Fo corados pelo XP. Aumento:
460 X. Fig.15: Regi%o adaxial do cotilédone.
Pode ser notada a presenga de material cito-
plasmdtico corado, circundando alguns grénulos
n¥o corados. F‘i'g;le::A RegiZo central do cotilé-
done. 0 material corado ¢ mais nitidamente glo-

bular e os gr8nuios n3o corados s3do bem malo-

res.
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mals homogénea e ausé&ncla desses grinulos (Fig.17 e 18). As
rafzes de Ce21d e Cg28d apresentaram um conteddo citoplasma-

tico e paredes celulares pouco coradas, sendo que os nudcleos

. dessas células apresentaram-se XP positivos (Fig. 19 e 20).

Os materiais corados pelo XP, previamente sub-
metidos 2 digest3o pela pepsina foram removidos, uma vez que
n3%o foil notado resultado positivo a esse método apds a di-

gestZo.

3.4. Reagcdo de Feulgen:

A Reag3o de Feulgen evidenciou os nidcleos celu-
lares em magenta e a lmageh negativa dos nucléolés. Em  se-
senga de material nuclear mais descompactado se comparado
aos resultados obtidos para os cotilédones apds 21 dias de
embebig¢lo (Fig.21 e 22). Em éé gladiata os resultados forém

idénticos, com nidcleos mais picndticos em Cg28d. Ao nivel

dos elxos embrionsrios e das porc8es/meristeméticasﬁdas raf-

‘zes, os resultados também foram semelhantes para as duas es-

pécies anallisadas, podendo-se verificar a presencé dos nui-~
cieos corados em magenta (Fig.23 e 24). Em todos os casos
pbde ser notada uma leve colorag3o pelo Reativo de Schiff
nas paredes celulares e no material citoplasmatico

(Fig. 21-24). .



F1g.17-20: Cortes corados pelo XP. Aumento: 460 X. Fig.17 e
18: Eixos embriondrios de sementes quiescentes de
© conteivdo citoplasmdtico corado, mais homogéneo
na regifio de vasos (V) e nmals globﬁlar e com gré-
nulos n¥%o corados no parénquima (P). Fig.19 e 20:
Cortes da porg3o apical da ralz em Ce21d e Cg28d
respectivamente. Note as paredes celulares e o
conteddo citoplasmitico pouco corados em relacgXo

aos nucleos, mals corados.
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Feulgen. Aumento: 1150 X. Fig.21: Cotilédone
de semente quiescente. Nota-se a colorag3o dos
nicleos em magenta e a imagem negativa dos nu-
cléolos (1). Fi1g.22: Folha cotiledonar apds 21
dias de germinag3o. Os nicleos apresentam-se
mais picnéticos, com indmeras regifes bastante

compactadas.



" Flg.23 @ 24:
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Cortes de . engiformig submetidos a Reaq"éadd&

Feulgen. Poden ser notados os ndicleos corados
em magenta e a imagem negativa do nucléolo. Au-
mento: 460 X. Flg.23:"Eixos embrionarios de se-
mentes quiescentes. Fig.24: Porg3o meristemati-

ca de railz com 21 dias apés a embebicBo.
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Os cortes de cotilédones de C. ensiformis e C.

gladiata corados pelo'PAS evidenciaram as paredes celulares
e a preseﬁ¢a de gré&nulos com formato ovéide,_fortemente“ co-
rados, circundados por material menos cofado‘(Flg.ZS e 26).
Durante o infcio da germinag3o os gré&nulos corados se apre-.
sentaram em grande numero. Com o passar do tempo, a>nquanti—
 déde e o tamanho desses gr%os diminuiu, culminando com um
esgotamento quase que total dos mesmos em Ce2id e Cg28d
(Fig.27 a 30). NZo foram ébservados granulos PAS pOSitiVOSq
no interior dos vasos dos éotllédones.

Com a utilizagZo deste método pbde ainda ser
confirmada‘ a presencga derinﬁmeros poros nos cortes tangen-
ciaie das paredes celulares como j& descrito nos cortes co-
rados pelo azul de toluldinavalg.QB).

Eixos embriondrios de sementes quiescentes' das
 duas espécles analisadas também apresentaranm inﬁmerosmgrﬁnu—
los PAS positivos em suas células parenquimdticas. No inte-

rior dos vasos e, nas rafzes a partir do 72 dia apds a embe-

bi¢Z%o, n¥o foi mais detectada a presenga desses gr&ﬁulos.
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Fig.25 @ 26: Detalhe de cortes de célulaz cotiledonarez co-

radés pelo PAS. Nota-se a presenca de gripos de
amido e as paredes celulares fortemente corados
pelo reativo de Schiff. Aumento: 460 X. Fig.25:
C. engiformig 0d, evidenciando o formato arre-
dondado das células e o aspecto mais ovdide dos
grdos corados. Fig.26: C. gladiata Od, eviden-
clando o formato mais irregular das células, um
pouco menores que as primeiras. Os gr3os cito-

plasmdticos também apresentam—se ovdides e 1Iin-

tensamente corados.



Fig.27~30:

Cortes de células cotiledonares submetidas a rea—
c3o pelo PAS. Note as paredes celulares e grénu-
los fortemente corados por esse método. Aumento:
225 X. Fig.27: Cotilédones de semente quieszcente

de C. ensiformis. Pode ser notada uma grande

quant i dade de gr3os ocupando as células, cujo

formato & arredondado. Fig.28: Coti lédone de C

"
o —

do inumeros poros nas paredes celulares (T). Ndo
& notada a presenga de grdos corados. Fig.29: Co-
t{lédone de semente quiescente de C. gladiata. As
estruturas coradas s%o as mesmas da Fig.27.
Fig.30: Cotilédone de C. gladiata apds 28 dias de

embebic3o. Observa-se um formato celular mais ir-

regular e a auséncia de gr¥os corados.
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Os materiais submetidos ao Reativo de Schiff sem

‘oxidagdo pelo dcido periddico praticamente n¥o apresentaram

nenhuma colorag3o. Entretanto, o material que circunda os
graénulos fortemente corados, menos evidente quando se utili-
zou a metodologia normal para a reag¢3o, foi aquele que con-

tinuou apresentando alguma colorag3o (Fig. 31).

3.6. Areas_e_volumes dos_gr¥os_de_amido:

As figuras 32 e 33 mostram os diagramas esquemd-

ticos do numero de gr3os de amido por célula em cotilédones

"dé C. ensiformis e C. gladiata respectivamente, nos diversos

e S e e T o B SR L L SN e T B ST

tempos analisados. Nessas figuras, cada bloco representa a
distribui¢3o das quantidades de gr3os de amido por . célula
cotiledonar ao longo da gérminacﬁo; A primeira linha hori-
zontal formadora do bloco, representaAo'ls quartil, que de-
termina que 25% dos valores obtidos localizam—se%abaixo des-
ge ponto. A szegunda linha & a mediana, indicando que exisztem
50% das Quantldades observadas abaixo desse valor. A tercei-

ra linha horizontal é o 22 quartil, determinando que 75% dos

"valores obtidos encontram-se abaixo desse ponto. Pontos lo-

calizédos acima ou abaixo de uma diferenga interquartilica e
meia foram sallentados e s¥o chamados pontos desgarrados. Os
pontos desgarrados ocorrem com baixfssima frequéncia. NZo
foram encontrados pontos soltos nas medi¢Bes, que seriam
aqueles localizados na regi%o delimitada por uma diferenga
interquartf(lica e até uma diferencé interquartilica e mela,

acima do 22 quartil ou abaixo do 12‘(TUKEY, 1877>.
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-F1g.31: Corte de cé&lula cottledonar de C. ggglﬁgggig. subme-
tido ao Reativo de Schiff sem oxidégﬁo prévia  pelo
dcido periddico. Pode ser notada uma fraca coloraqﬁo
no material que envolve os gr¥os intensamente cora-
dos quando & realizada a reac%o do PAS. Esses grios,

n¥o apresentam praticamente nenhuma coloracfo. Au-

mento: 460 X.



F1g.32: Diagramas esquemidticos representando as relac®es en-
tre as quantidades de gr3os de amido por célula co-

tiledonar de C. ensiformis, em sementes quiescentes

e apés 7, 14 e 21 dias de germinac¥o. # = numero de
observagBes; X = menor quantidade de grdos/célula; J,
= quartil inferior; MD = mediana; J, = quartil su-
perior; % = malor quantidade de gr3os/célula; X =
valor extremo mfnimo ou méximo que se encontra den-

tro do comprimento de uma diferenca de Junta, da

Junta respectiva. * = pontos desgarrados.
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F1g.33: Diagramas esquemiticos representando as relag@es en-—
tre as quantidades de gr%3os de amido por célula co-
tiledonar de C. gladiata, em sementes quiescentes e
apés 7, 14, 21 e 28 dias de germinag3o. # = numero
de observag@ies; %X = menor quantidade de gr3os/cé-
lula; J; = quartil inferior; MD = mediana; J, =
quartil superior; % = maior quantidade de gr3os/cé-
lula; X = valor extremo minimo ou maximo que se en-
contra dentro do comprimento de uma diferenga de

Junta, da junta respectiva. * = pontos desgarrados.
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Na figura 32 pode ser notada uma distribui¢3o
bastante homogénea em Ce0d e Ce7d, que diminui em Celdd,
atingindo o seu minimo em Ce2id, onde mais de B50¥% das célu-’
ias'observadas ndo apresentaram nenhum grio de amido. Em C.
QLQQLQLQ ocorre um comportamento semelhante, com a manuten-
¢3o das quantidades de grdos de amido até o 142 dia de ger-
minag%o (CéOd, Cg?d‘e Cgl4d). Essa quantidade dim{nui em
Cg21d e atinge o minimo em Cg28d com mais de H50% das células
observadas sem nenhum gr3o de amido (Fig.33). Nessas figuras
pode ainda ser observado que algumas células apresentam até
4 ou 5 gr3cs de amido, apesar de aparecerem conm baix{ssima
‘Frequéncia (Fig.32 e 332

A estimativa das dreas ocupadas por cada gr3o em
células contendo a quantidéde de gr3os obtida no'is'Quartil.
mediana e 22 quartil em C. ensiformis e C. gladiata, encon-
tra-ge descrita na Tabela 4. As determiﬁaqﬁes revelaram que
as 4dreas desses gr3os ndo apresentam entre si diferencas
significativas aoc nivel de 1% de probabilidade nas células
de cotilédones com o mesmo tempo de embebiglo, exceto am ce-
lulas de CeCd com 5 gr3os, que apresentaram uma drea um
pouco inferior as demals e em células de Ce2l1d , Cg2i1d e
Cg28d, com 1 gr3o, que acabaram tendo uma #rea malor pois as
demais c¢élulas n3c apresentaram em seu interior nenhum amido
(Tabela 4).

Os valores encontrados para os volumes desses

grdos, revelaram basicamente as mesmas semelhangas e dife-

rengas obtidas nas egtimativas das 4reas, salientando a se-
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TABELA 4: Valores das éroae (pn?) de grios de amido em célu-
| las cotiledonares de Canavalis ensiformia e C,
Qladiata em sementes quiescentes e apds diversos

témpas de eﬁbebicso.

T e S U T S S L S . Y YL T T T e s el e i Y T N TS W O VA MAS TS W S W W T W W W T T T AL A AR Sl Yl Tl e S e T ok i k. e s,

Tempo _ _ Gr¥os/célula
12Quartil¢Jd;) Hoediana(HD) 22Quart il (J;)

W T T T T W i S ke AT e i T T AR VO WA ) WS L W W W TR TP T W WL G Sl T it ik Ak Wk e e T . A A YOS, O W T W, W, T W A W WA VR AL NS T W TG

CeOad 406,1 a 440,6 a 293,2 ¢
Ce7d 375,0 a,b 370,5 a,b 334,2 b,¢
Celdd 270,0 ¢ 279,2 ¢ 254,9 ¢
Ce21d = === e 24,9 e
Cgod 367,8 a,b 404,32 a,b 384,1 a,b
Cg7d 379,9 a,b 374,5 a,b 337,8 a,b
Cgldd 385,3 a,b 313,2 b,c 307,4 ¢
(172 U- I — 103,2 d 125,3 d
Cg28a = -———= ———— 105,6 d

WA o, ek T A o AT TS B L WAL AL Wl el O, S A WA T T R AR A A UAal. ik, e Sl Ao 4k . s, v TV O VG L WA L AN A ML VAR A A A W WAL WA W N W WP UV U A ek et O

Cada wvalor corresponde 3 média de 120 medigBes; valores
acompanhados por letras iguais n%o apresentam entre si dife-

rencas slgnificativas ao nivel de P = 0,01.



melhanga éxistente entre as céiulaé contendo 3 e 4 grZos de
amido em Ce0d e Co7d, & as cédlulas de Cgld, Cé?d e Cgldd que
praticamente nZ%o apresentaram diferencas significativag a0
nfvel de 1% de probabilidade. £ bom salientar ainda que,
apesar de serem encontradas células contendo 1 gr3o de amido
em Ce2ld, os valores de seus volumes foi nitidamente infe-
rior acs demals. Da mesma forma, em Cg2id e ngsa os valores
obtidos foram bem menores do que nos demais tempos sanalisa~
dos para essa espécle (Tabela 5),

A drea total ocupada pelos grZ3os de amido em uma
determinada célula, tendeu a aumentar a medida que aumentou
o numero dé grdos por célula, quando analigsadas as c¢élulas
cotiledonares com o mesmo tempo de embebi¢Zc e tenderam a
‘diminuir a medida que esse tempo aﬁmentou. Entretanto, até o

gLanggg, esses valores guardaram entre s! uma certa seme-
lhancga (Ta&ela 6).

Os resultados obtidos nos cdlculos dos volumes
confirmaram essa semelhanga engre CeOd & Ce7d, mostrando um
niftiuec decaimento nos volumes a partir de Celdd, que culmi-
nou icom © esgotamento dessa reserva em torno do 212 dia de
germiﬁac%o, quando ocorreu a absciso dos cotllédones. Em C,
gladiata, os volumes totals por célula se mantiveram seme-
lhantes até o 142 dia, notando-se seu decaimento no 212 dia
e em Cg28d houve a abscisZo dos cotildédones e o malor niumero

de células sem nenhum amido. Em termos comparativos, péde

ser notada a semelhanga entre €. engiformis até o 72 dia e
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| 3
TABELA 5: Valores dos volumes (um ) de gr¥os de amide em cé-

lulas coltiledonares de Canavalla ensiformis e £,

gladiata em sementes qulescentes e apdés diversos

tempos de embebliglo.

W T S S THE o Tk U W T L TS S A WAL S L VO SO S WOR WU WS W, S NS W o e, Y T L o e v i o ik ol e, W L el TR AL WL AL e WL S A T T W S VRS TR W

Tenpo Grioa/célula
12Quartil(J; ) HMNediana(HD» 22Quartil(J;)

CeOd 5.085,2 a 5.841,4 a 3.252,8 b
Ce74d 4.533,0 a 4.489,6 a 4.039,3 a,b
Cel4d 2.712,1 b 2.965,4 b 2.507,3 b
Ce2dd  —==m= e 88,1 d
Cgod 4.934,7 & 5.552,1 a 4.893,2 g
Cg7d 4.412,5 a 4.638,1 a 3.922,1 a,b
Cgl4d 4.529,0 a 3.629,8 b 3.601,9 b
Cg2téd  ==--= 672,2 ¢ 867,8 ¢
Cg28d 0 m—me= e 753,8 ¢

A, S e AL L T A S, WA TS T, YD S o, . O Y W S T L L A L A A A DA M . T T i Y it ek Sl il e YO VL AR R SAAY T U WA TR S WA WL Gk G SR

Cada valor corresponde & média de 120 medic¢Ses; wvalores
acompanhados por letras iguais, nZo apregentam entre si di-

ferencas significativas aoc nivel de P = 0,01.
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TABELA 6: Valorea daes dreas (am ) do total de gr¥os de amide

por célula enm cotlédones de ggngigllg engiformlis

e C, gladiata, em sementes quiescentes e apds di-

TR W W T L VO W L Y T W W W W W W T W VI UM T T VR T AR WA WAL WA WO W S

Cada valor corresponde a média
panhadosg por letras iguats n3o

cas significativas ao nfvel de

A A Wl O . W ol W W ek A I VOB, S W L T L W R W WL Ve, B WAL L W

HATERIAL 12Quartil¢J; ) Hediana 2:Quartil tJy)
Ce0d 1.218,4 b 1.755,4 a 1.430,5 a,b
Ce7d 1.125,1 b 1.460,1 a,b  1.647,5 g
Cotad . B10,1 ¢ 837,6 ¢ 1.025,3 b,c
Ce21d m———— e - 25,6 f
CgOd 1.135,4 b 1.637,3 a 1.920,5 a
Cg7d 1.148,2 b 1.497,4 8,b  1.689,0 a
Cglaq 1.157,0 b 1.285,0 b 1.537,2 a,b
cg2ta - 91,9 e 370,3 d
Cg28d  ~——== emeee 99,9 ¢

de 24 células; valores acom-
apresentam entre si diferen-

P = 0,01%.
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TABELA 7: Valoree dogz volunmea (p§3> do total de grles de
 amido por célula em coﬁilédones de'ggggggllg‘gnglv
formis e C. gladiata, em sementes quiescentes e

apos diversos tempos de embebiglo,

A . Y . Y e T T W T L WAL A YL T T W W WS e W A W S T YU W O T WA L S TV UL S A . YOO TR, S S U AN R S T TN TR WS TR I WU W A VR W Y

HATERIAL 12Quartil(J,)? Hediana 22Quartiil;)
. 'Ce0d 15.165,7 b 23.235,2 3 15.733,3 a,b
Ce7d 13.839,6 b,e 17.439,5 a,b 19.898,9 a,b
- Celdd 8.168,4 4 = 8.869,3 d £ 10.331,4 ¢,d
Ce2id  me——- | N . 84,4 g
Cgoa | 15.443,2 b  22.171,2 a 24.474,2 a
Cg7d 13.250,2 b,c 18.477,8 a,b  19.863,6 a,b
Cgldad 13.677,8 b,c¢ 14.685,7 b,¢ 18.307,3 a,b
Cg2id e 561,9 f 2.557,5 e
Cg28da 0000 mm=m= e 715,3

N W T AN Mk T W W A T TR AU b Sl Wile. i 'l A e ot Wik k. vmk i k. S R T WAL WL WM M WAL R T, TEA WL BEM S EOR WA VR A NN B T TR W T WA WA TN W L W TEL WP W

Cada valor corresponde a médla de 24 células; valores acom-
panhados por letras iguaig n¥o apresentam entre si diferen-

cas significativas ao nivel de P = 0,01,
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Os resultados obtidos nos c&lculos das 4reas
ocupadas peléé células cotiledonares das duas espécies foram
diferentes ao- nivel de P = 0,01, valendo 4.060|ﬂ§ para
C. ensiformis e 2.884 pm para C. gladiata. Além disso, o
nimero de células por campo ana]iéado também se apresentou
major na primeiré espécie, devido as inumeras lacunas exis-
ﬁentes entre as células cotiledonares na segunda. Do mesmo

modo, o8 volumes das células cotliledonares mostraram-se

cerca de 65X maiores em C. ensiformis em relagZo a C. gla-

3.7. Hicroscopia de polarizacio:

A anilise dos materials em microscépio de pola-
rizacd%o com polarizador e analisador cruzados revelou a bir-
refringéncia das paredes celulares e dos gr¥os PAS positi-
vos, com formato em "cruz de malta” (Fig.34). N¥o foram ob-
servadas estruturas com esse formato no interior de vasos
dos diversos materials anaiisadaa, confirmandoe a aus&ncia
desse s granulos, ja observada no material corado pelo PAS.

‘. As medi¢Bes dés retardos dpticos apresentados
pelas paredes nos cortes embebidos em &guz, glicerol 100% ou
"nujol, revelaram um comportamento semelhante nas duas espé-
cies analisadas, com uma tendéncia & diminui¢Ho dos retardos
a partir do infcio da embebic3o e um retorno aos valores

inic.ais em Ce2ld e Cg28d. A birrefringéncia de forma foi

major para os materials embebidos em nujol (Tabela 9).

UHICAMP

RIGLIGTECA CENTRAL




65

TABELA 8: Valores das ér_eta & volumes das células cotlledo—

nares de C. ensiformis e C. gladists.
Par&metro €, ensiformis C. gladiata_
 £Krea das célulaz {pmz) 4 .060+703 ' 2.884+605
Volume das células (uw ) 181.863+44.863 109.199+37.668

Os valores acima representam em cada caso, a média de 50 nme-
di¢Bes efetuadas e 230 estatisticamente diferentes ac nfvel

de 1% de probabllidade.
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microscdpio de polarizag3o conm anal isador e polari-
zador cruzados. Pode ser observada a birrefringéncia
das paredes celulares e o aspecto em "cruz de malta”

dog graénulos PAS positivos. Aumento: 290 X.
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TABELA 9: Valorez dos retardos dépticos (em nm) de paredes ce

lulares de coti lédones dg c

-—-‘

ensiformis e C. gla-

diata em diversos tempos de embebic¥o.

AN S S S S T OSSO M b W = S ST ST O SV DAL S S Sk S Mt W O O S S S R ST T WU ok Sk i St W I T ST R L

HATERIAL Agua Glicerol 100% Rujél

CeOd 19,408 d 15,009 b,e 32,259 b
Co7d 20,617 c,d 3,205 ¢ 25,719 ¢,d
Celdd 17,609 d 10,268 ¢ 25,013 ¢,d
Ce21d 20,585 ¢,d 11,222 b 29,741 b,c
Cgod © 27,893 b 18,018 2 36,657 a
Cg7d 23,904 ¢ 15,467 a,b 27,779 ¢
Cglad . 25,604 b,c 15,990 a,b 23,626 d
Cg21d 22,677 ¢ 13,342 b 23,004 d
Cg2ed 34,155 2 17,783 a 39,992 2

A N M el i - Y S, S M ST AT AT U Al St T T D T ] W AW T NV SV SO TUE AV ik Bt o M Sl i Sl S AT T S S M U 2} Y VA T N AT et bt

‘Ce: Canavalia ensiformis: Cg: Canavallia gladiata: Cada valor
represénta a média de 20 medi¢Bes. Valores acompanhados por,
letras ifguais em uma mesma coluna, n#Ho apresentam diferencgas

significativas ao nivel de P = 0,01.
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A birrefringé&ncia Intrinseca (embeblig¥o em gli-
‘cerol a 100%) em CeOd representou 7?% do valor da birrefrin-
‘géncla obtida para o material embebido em agua. Esse wvalor
decaiu para cerca de 55% em Cezid. Em €. gladiata 0d, essa
relagfo foi de 65% e em Cg28d, de 52%. A relac3o dos retar-
dos obtidos em glicerol a 100% é nujol re&elaram valores
abaixo de 50% para as duas espécies nas paredes celulares
‘dos cotilédones de sementes quiescentes (46% em Ce0d e 49%
em CgOd) e no tempo em que oco#reu a abscls¥o dos cotilé&do~
nes (37X em Ce21d e 44% em Cg28d). Além disso, o valor da

blirrefringénecla intrfnseca de Cg0d e Cg28d apresentaram-se

majores do que em Ce0ld e Ce21d (Tabela 9).

lipfdios;

Os resultados obtidos nas extrac®es de lipfdios
encontram-se descritos na Tabela 10. Nela pode-se observar
que o conteldo total de lipidios ¢ baixo nessas sementes e
Tem . C, gggiﬁggmig & fO,?% maior do que em C_ glgg;ggg;‘Entre~

tanto, devido ao maior peso das sementes desta Gltima, o

conteddo de lipfdios por semente atinge praticamente o dobro

A kA s e emas AP o e e ot

’

(Tabela 10).
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_ TABELA 10:Relaco entre o conteudo de lipfdios e peso fresce
@ seco (dados da Tabela 1) em cotilédones de so-

mentes quiescentes de C, ensiformis e C. gladiats:

Espécle ng/ 100mgPF ng/100ngPsS wg/PT
 C. enmsiformis 3,53+0, 23 3,9440,26 52,2
C. gladiata 2,07+0,13 2,28+0,14 102,5

|y o a A R i S S A R SR AR T S5 Dl s J WU O A S T B

Dados expressos em miligramas de lipfdio por 100 miligramas
de ta2so fresco (PF) ou peso seco (PS), ou em mg de liprdio

" por peso total (PT) das sementes.
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As Filguras 35 e 36 apresentam os. griaflcos das

cromatografias lfquido gasosas (GLC) dos dcidos graxos com-—

observadoes 11 plicos (Fi1g.35) e para C. gladiata, 13
(Fig.36). O principal componente nas duas espécles é o &cido

estedrico e em C. ensiformig seu conteuddo representa prati-

camente 604 do total de lipidios. Também aparecem em C.
_ gngliggng, quantidades aprecidveis de écjdo palmftico
(16,5%) e oléico (12,4%). Em C. gladiata, além do dcido es-
tedrico (37,59%), os Aclidos qléico (30,6%), palmitico
€15,7%) e linoléico (11%) aparecem em grande quantidade. Fo-
‘ram identificados praticamente todos os dcidos graxos compo-
nentes da reserva lipfdica (Tabela 11).

0 fndice de perdéxidos para as duas sementes fol
zero, pois apSs a adig¥o do amido n¥o houve a formag3io da

cor aiu], n#o havendo assim titulagBo com o ticossulfato de

sdédio.

3.9. Dogagem de smide:

Os resultados das dosagens de amido para cotilé-
dones.ou folhas cotiledonares das duas espéclies e nos diver-
sos Lempos analisados encontram-se descritos na Tabela 12.
Pode ser notada uma diminuigHo dbs valores a partir da embe-
bi¢d3o quando os dados s%o apresentados em relag¥o ao peso
fresco ou peso seco. Entretanto, esses valores se modifilcam

tornando-se mals préximos em CeOd e Ce7d e em Cg0d, Cg7d e
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Fig.36: Cromatograma

senca de 13 plcos. As concentracg®es obtldas pelo in-

tegrador encontram-se descritas na figura,



TABELA 11: Conmposicl¥o de $cidos graxos do dleo de cotllddo-

nes de G, ensiformis e C, gladiata;

Kcido Graxe C, engiformis c

__________ + gladiata
Kcid§ palmftico 16:0 i6,554+0,05 15,708+0, 58
Kcido estedrico '18:0 53,349+4,22 37 ,580+2,99
Kcido olé&ico 18:1 12,436%2,15 30,618+1,20
Kcldo linoléico 18:2 6,287+1,62 11,049+1,35
Kcido 1linolé&nico -  18:3 - 2,368+0,19
'Kcido araquidénico 20:4 1,74610,04 0,878+0,63
Kcido decosatetraenéicq 22:4(?) 2 1,606+0,02 -
Total 1dentificados.ceeeeneaenns....97,978% 98, 212%
Kcidos graxes n%o identificados:.... 2,022% 1,788%

o Sl . . S A, o T WO WS T, L . T T W W T Tl i S Yl e e TS R W Y AL YRR, O W W WA W W W WL WA WD AR e e W T Wl M L G W T B L T G T, TN TR L

Dados obtidos a partir de 2 repeticdes dos cromatogramas ob-
"~ tidos na GLC e dcidos determinados a partir de padrBes de

dcidos graxos (Sigma) submetidos ao mesmo método.
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Cgldd, qﬁando s3o apresentados em relag3o ao peso seco, ape-
‘sar de ser notado um aumento no conteldo de amido em Ce7d
(Tabela 12).

0 conteddo de amido chega a atingir 56,4% do pe-
so seco em CeOd e 52,9% em Cg0d. Essas quantidades diminuen
chegando a 23% em Ce21d e C928d.‘Pode aindarser notado um
acentuado decréscimo no conteudo de amlido por cotilédones da
‘semente, que em Celd representa 744,7 mg do peso total dos
cotilédones e em Ce21d apresénta poucc mais de 26 mg. Em
Cg0d observa-se mais de 2.394 mg por cotilédones, diminuindo
- gradativamente para pouco mals de 49 mg em Cg28d (Tabe-
1a 12). |

& andlise de regress%o da compéragﬁo dos dados
relativos ao peso‘seco e ao nimero de grdos obtidos pela me-
diané (F1g.32 e 33) revelou a existéncia de uma relac3o en-
tre os mesmos, sendo para essas espécles, igual-é seguinte

équagﬁo:
mg smido/gPS = explb, 3062 + 0,2024 (n2 de gr3os + 1)1

OsAresultados das dosagens de amido em el%os em-
brionarios e rafzes das duas espécles e vérios tempos utili-
~zados, encontram-se descritos na Tabela 13. Pode-se notar
que o conteddo de amido nos eixos embriondrios representa
cerca de 10-14% de seu peso seco ou fresco. Apds 7 dias de
embebli¢30, nota-se um aumento da relagZo do amido/pesoc seco
em C. ensiformis e, a partir do 14e dté, essa relagdo se es-

PP 4R = AP A A H LU

tabiliza entre 7-9% (Tabela 13).
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TABELA 12: Rela¢lo entre o conteldo de amido e o8 pesoi

fresco e seco (dados da Tabela 3), em cotilédones

de C. ensiformis e C. gladiata, em diversos tem-

pos de embebic¢lo.

fresco; PS5 = peso seco: PT =

Tempo mg amido/gPF ng amido/gPsS ng amido/PT
CeQd 506,61+10,26 a  564,15+11,42 b 744,72
Ce7d 224,61+ 4,30 b  725,73+13,88 3 754,69
. Celd4d 39,21+ 1,38 e  417,10+14,73 e 125,47

Ce21d 31,83+ 1,90 e 231,34+13,83 ¢ 26,32

CgO0d 485,78+ 8,48 a 529,92+ 3,25 ¢ 2.394,90

Cg7d 156,35+11,49 ¢ 483,14135,52 d 1.662,00

Cgl4d 62,50+ 1,97 4 506,08+15,93 ¢c,d 571,88

Cg214d 76,67+ 3,45 d  360,B0+16,25 f 270,64

Cg28d 26,77+ 1,58 @  234,60+13,85 g 49,25

Cada wvalor corresponde 3 média de 3 repetigBes; PF = peso

peso total da semente, em gra-

mag. Valores acompanhados por letras iguais em uma mesma co-

luna, n%o apresentam diferengas significativas ao_nfvei de

P = 0,01.



TABELA 13: Relacic entre o conteuddo de amido e o peszos
fresco o sect em eixos embriondrios e rafzes de
C. ensiformls e C, gladiata, em diversos tenpos

de embebiclo.

4

Tempo mg amido/gPF mg amido/gPsS
CeOd . 96,82+ 4,89 b 106,59+ 5,38 ¢
Ce7d 7,13+ 0,27 ¢ 178,25+ 6,72 a

~ Celsd ' 3,19+ 0,14 ¢ 79,73+ 3,38 d
Ce21d 3,94+ 0,00 ¢ 98,44+ 0,00 d
Cgod ' 132,41+19,24 3 144,44+20,99 b
Cg7d 5,06+ 0,46 ¢ 126,56+11,48 b,c

 Cgiad 3,09+ 0,61 ¢ 77,34+15,19 d

_ Cg21iad 2,91+ 0,58 ¢ 72,65+14,45 4

. Cg284 3,38+ 0,35 ¢ 86,76+ 8,76 d
Cada wvalor corresponde 2 média de 3 repetig@es: PF = peso

fresco; PS = peso seco; Conforme média de 50 medigBes, 1g de
" PF de rafzes corresponde a 0,04g de PS; para eixos embriona-
rios, o© PS utilizado foi o deserito na Tabela 1. Valores
acompanhados por letras iguals em uma mesma coluna, n3Zo

apresentam diferen¢as significativas ao nivel de P = 0,01,



A partir dos dados de peso dos eixos embriona-

rios existentes na Tabela 1, pbde-se calcular a quantidade

Em relag¢dc aos ciélculos das quantidades de amido
por peso seco daé rafzes, utilizou-se um valor médio obtido
éara rafzes em diversos tempos de germinacgfo, ou seJaﬁﬁa ca-
da grama de peso fresco de rafzes, corresponde aproximada-

mente 0,04 g de peso seco.

3.10. Desagem_de_proteinasg:

As curvas espectrais réa}izadas com as solucBes
de BéA e os extratos protéicos totais e das fracBes de glo-
“ bulinas (vicilinas e ]éguminas) das duas espécies,< apresen-—
taram um perfil semelhante, com picb de absorc3o en
A = 595 nm em todos os casos. A curva espectral da sclugdo
de Coomassie blue  utilizada apresentou seu pico en
A= 450 nm. Apds a reag¢¥o dessa scolug¥o com o material pro-
“télco foil observada uma diminuig¢¥o desse pico em 460 nm e um
aumento do mesmo em 5395 nm. Na féixa de cromprimentos de
rdnda entre 350-370 nm e 520-530 nm obteve-se valores negati-
vos de absorbéncia (Fig.37 e 38).

Ds picos de absorc3o em A = 595 nnm para os ex-
trat.s totals, fracZo leguminas e vicilinas, n%o apresenta-

ram diferen¢as significativas ao nfvel de 1% de probabilida-
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de para as duas espéclies. Entretanto, o valor da absorﬁancia
‘em 595 nm para vicilinas fol malor do que para leguminas e o
extrato protéico total apresentou um valor intermedidrio mas
mais préximo da frag¥o vicilina., Na Fig.38 s¥o apresentadas
as curvas de absorc¢3o dos extratos protéicos totals das duas
eppécies, além das curvas espectrais de leguﬁinas e vicili-

As retas padr%o obtidas para as scolug¢Bes de BSA
e dos extratos protéicos totals em diferentes concentracBes,
enconpra“se na Fig. 39. Podemsé not.ar um menor coeficiente
angular das retas do extrato protéico das duas espécies ana-
lisadas em comparag¥c a curva obtida com as solugBes de BSA,
que apresenta maiores valores de absorbancia (Fig.39).

Os resultados das dosagens de protefnas foram
subdi?ididos'em duas Tabelas. Ha primeira, Tabela 14,' foram
calculados valores em mg de proteina/peso, obtidos épés o
confronto dos valores das absorbfncias no método do Coomas-
ste Blue & a reta'padrgo obtida para as solugles com concen-
trac@es conhecidas de BSA (Fig.39). Ha segunda, Tabela 15,
os valores foram calculados a partir do confronto com a reta
" padr3#o do extrato prbtéico total (Fig.39).

Us resultados obtidos nas dosagens do material
ﬁrotéico/BSA (Tabela 14) revelaram um conteldo protéico.

major para C. gladiata (37,3%) do que para C. engiformis

(26,6%). A queda brusca desse conteddo em relag3o 20 peso
seco dos coltilédones se dd a partir do 142 dia de germina-

¢do, atingindo 3,1% em Ce2ld e B,0%em Cg28d. Em Ce?d,
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Retas padr3oc obtidas pelas medli¢Bes das absorb8ncias
de solucgBes contendo 25, 50, 75 e 100 ug de material

protéico em 0,1 ml de soluglBo. (~—): BSA; {(———):
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Celdd, Cg7d e Cgl4dd, os wvalores s%o bastante préximos e em
torno de 206 mg de protefna/g de peso seco. Em relag¥o ao
conteddo protéico total por semente, os resultados revelaram
0,35 g de protefna nos dois cotilédones em Ce0d e 1,67 g em
CgOd (Tabela 14).

As ﬁosagens do material protéico em relaclo 2
feta padr3oc dos extratos protéicos totais (Fig. 39, revela-
ram resultados ligeiramente superiores para os tempos ini-
ciaié, tendendo a uma aproximag¢3o para menores valores de
material protéico. Com_a utilizagdo dessa técnica, Ce0d con-
tém 30,1% de protefnas em relag¢o ao seu peso seco e Cg0d,
44,3%. Do mesmo modo que os resultados das dosagens em rela-
¢80 ao BSA, a queda acentuada no c&nteﬁdc protéice foi a
vpartir do 142 dia de germinac3o (Tébela 15y,

= 0 confronto entre os resultados obtidos nas Ta-
belas ‘14 ¢ 15 encontra-se descrito na Tabela 165 Pode—se.no~
tar que enm relag3o ao peso fresco, a partir do 72 dia de
germinag8o n¥o existem diferengaes significativas entre oz
resultados obtidos neos dois prbcedimentos. Entretanto, em
relaq 3o aoc peso seco, isto 86 se wverifica a partir do

142 ‘dia de germinac3o para C. ensiformis e a partir do

212 dia em C, gladiata (Tabela 16).

| . As dosagens do material protédico nos eixos em-
- briondrios ou rafzes das duas espécles demonstraram um alto
conteddo dessa reserva, atingindo em ambas, pouce mais de

30% wo peso seco.



TABELA

a3

14: RelagHo entre ¢ conteido de protelfnas calculado a
partir da reta padr¥c com sclug¥o de BSA ¢ os pe-
gos fresco ¢ seco (dados da Tabela 3}, em cotileé-

~dones de C, ensiformis e C. gladiata, em diver-

sos tempos de enmbebicSo.

Tempo - mg prot./gPF ng prot./gPS mg prot./PT
Ce0da 238,51+ 8,61 b 265,60+ 9,58 b 350,61
' Ce7d 65,35+ 3,85 ¢ 211,15+12,43 ¢ 219,58
Celdd 16,32+ 0,32 d,e 173,56+ 3,40 @ 2,22
Ca21d 4,30+ 0,12 ¢ 31,27+ 0.89_g . - 3,56
CgOd 338,35+11,74 a  373,17+12,94 a 1.668,07
Cg7d 58,49+ 2,81 ¢ 180,75+ 8,67 d 621,75
 Cglad 27,94+ 0,080 d 226,26+ 6,47 ¢ - 255,65
Cg2id 21,90+ 0,74 d,e 103,03+ 3,50 ¢ 77,31
Cg28d 3,11+ 0,41 d,e 79,87+ 3,61 f 16,76
Cada ‘valor corresponde & média de 3 repetigBes; PF = peso

_ fresco; P5 = peso seco; PT = peso total da semente, em gra-

mas. Valores acompanhados por letras iguais em uma mesma co-

luna,

ndo apresentam diferengas signiflicativas aoc nfvel hde

P = 0,01
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-TABELA 15: Relac¢¥o entre o conteudo de protefnas calculado a
partir da reta padr%d com solu¢lo do extrate to-

~tal e os pesos fresco e seco (dadeos da Tabéla 2,

em cotilédones de C. ‘gngitgamiﬁ-e C. gladiata,

em diversos tempos de embebi¢¥o.

Tempo . mg prot./gPF mg prot./gPS mg prot./PT

Ce0a 270,43+10,25 b 301,15+11,41 b 397,53
Co74d - 74,73+ 2,72 ¢ 241,46+ 8,77 d 251,09
Col4d 18,41+ 0,36 d,e 195,82+ 3,91 o 58,91
Ce21d 4,91+ 0,21 e 35,65+ 1,53 h 4,06
Cgod 402,04+15,65 a  443,47+17,23 a  1.982,06
Cg7d 69,64+ 3,22 ¢ 215,19+ 9,95 o 740,27
Cglad 32,78+ 0,78 d 265,41+ 6,36 ¢ 299,94
Cg21d 25,96+ 0,92 d,e 122,15+ 4,31 f 91,64
- cg2ed 10,74% 0,53 o 94,12+ 4,62 g 19,76

Cada wvalor corresponde a média de 3 repetic¢les; PF peso

fresco; PS = peso seco; PT = peso total da semente, em gra-

mas. Valores acompanhados por letras iguais em uma mesma co-

luna, n%o apresentam diferengas significativas ao nivel de

P = 0,01.
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TABELA 16: Confronto entre os valores obtidos nas dosagens
de protefnas utilizando-ze como reta padr¥c sclu-

¢%o de BSA ou dos extratos protéicos totais de Q*‘

ensiformiz e C. gladiata,em diversos tempos de

enmbehiclo,
wg prot./gPF mg prot./gPS

Tempo  BSA ~  EPT . BSA EPT

CeOd 238,507 d 270,427 ¢ 265,597 d 301,147 ¢

Co7d 65,353 e,f 74,730 e 211,150 f 241,460 e

Cel4dd 16,317 g,h, 1 18,407 g,h,i 173,560 h 195,823 g,h

Ce21d 4,303 § 4,907 { 31,273 1 35,653 1

Cgod 338,353 b 402,037 2 372,170 b 443,403 a

Cg?d 58,490 ¢ 69,367 e,f 180,753 h 215,187 f,g
Cgl4d 27,943 g 32,777 g 226,263 f 265,410 d
Cg21d 21,897 g,h 25,957 g,h 103,033 1, 122,150

Cg28d 9,113 h,{ 10,737 h,1 79,873 § 94,123 4

Os valores apresentados, constam das Tabelasz 14 e 15. Valo-
res de mg/PF ou mg/PS acompanhados por letras iguais, n3o
apresentam entre si diferencas significativas ao nivel de

P =0,01.



A partir do 72 dia de germinag3o o conteudo pro-
téico das rafzes em relac%oc ao peso fresco n¥o apresenta di-
ferengas significativas ao nfvel de 1% de probabilidade e se
gituam abalxo de 1% desse peso. Entretanto, com relag3o ao
peso seco, esses valores se establlizam entre 8-11% a partir
do 212 dia de gefminacﬁo (Tabela 17).
| Utilizando-se os valores dos pesos fresco e seco
calculados para os eixos eﬁhrionérios em CeQd e CgOd'e dados
na Tabela 1, o total de material protéico em CeOd & de

3,13 mg e em Cg0d, 6,71 mg.

3.11. Eletroforeses;

O uso de teampZo de amostra contendo ou n%o
2~He;captoetanol ndo ocasionou a forma¢3c de bandas com di-
- ferentes padrBes em gel de poliacrilamida~-3DS, com uma éon—
centracdo de 6% de acrilamida, para o material cotiledonar
de Ce0d (Fig.40). Pode-se notar a presenca de divergas ban-
das com pesc molecular menor do'que 68.000, correspondente 32
bands da soroalbumina bovina. Entretanto, devido 3 baixa
“conceatrag¥o de acrilamida do gel, multas protefnas de balxo
peso molecular ndo conseguiram ser visualizadas nessa ele-
ﬂroforese (Fig.40).

Os resultados da PAGE-SDS a 10% para os extratos
protéicos totails;, leguminas, vicilinas e albuminas das duas

espé. ies analigadas, encontram-se descritos na Figura 41,
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TABELA 17: Relac¥%o entre o conteddo de protefnas calculado 2
partir da reta padr¥o com solu¢¥o de BSA e os pe-
#0s fresco ¢ seco em e©lxos embrionirios ou rafzes

.de C. ensiformis e C. gladiata, em diversos tem-

pos de embebigSo.

Tempo ) | ng prot./gPF mg prot./gPs

Ce0d ) 287,69+15,01 a 316,73+16,53 a

Ce7d 6,98+ 0,13 b 174,48+ 3,21 ¢
Celdd 6,58+ 0,24 b 164,58+ 5,89 ¢
Co21d 4,50+ 0,10 b 112,54+ 2,50 d
Cg0d 279,52+ 1,09 g 304,92+ 1,19 a
Cg7d 7,23+ 0,48 b 180,73+12,12 ¢
Cglda 8,42+ 0,47 b 210,44+11,87 b

Cg21d | 3,34+ 0,06 b ' 83,34+ 1,48 ¢

- Cg2ed _ 3,32+ 0,44 b 82,82+11,05 o
Cada valor corresponde 2 média de 3 repeti¢Bes; PF = peso

fresco; PS = pesc seco; Conforme média de 50 medicBes, 1g de
PF de rafzes corresponde a 0,04g de PS; paras eixos embrion&-
rios, o PS utilizade fol o descrito na Tabela 1. Valores
acompanhados por letras iguais em uma mesma coluna, n3o

apresentam diferengas significativas 2o nfvel de P = 0,01.
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Fig. 40: SDS-PAGE (6% de scrllamids) das amcatrse de protef-

nasg de C, ensiformis, preparadas em tampZo n3doc re-

dutor (1 a 3) ou redutor (5 a 7)., Padr®es de pesos

noleculares (8 e BSA (4) também foram utilizados.

- Condig¢bes de corrida: corrente de 25 mA, tens3o:

100 V, durante 2hiBmin, temperatura ambiente. Colo-

ragfio pelo Coomassie blue.
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Na Figura 41, o padr3o de pesos moleculares en-
contra-se em'S, onde podem ser notadas 6 bandas distintas: a
primeira, corresponde & mlosina (PM.205.000) @ n3o penetrou
no gel a 10%; a segunda, da b-galactosidade (PM.116.000); a
terceira, da fosgforilase b (PH.S?.@OO)} a quarta, da albumi-
na bovina (PM.Sa;OOO); a quinta, da ovalbumina (PM.45.000) e
é sexta, da anidrase carbdnica (PH.29.000). Em &, encontra-
~ e a banda da soroalbumina bovina pura; Em 7 e 8, s¥%o nota-
das duas bandas cada, com pesos moleculares aproximados' de
20-25.000 e de 8-12.000 e referem-se 2 Concanavalina A de
'duas diferentes procedéncias.

Ag amostras 1 e 9 sZo dos extratos protéicos to-
~tals de C. ensiformis e C. gladiata. Nota-se a presenga de
'fnﬁmeras bandas, com pesos moleculares abaixo de 100.000,
com éestaque para uma banda pouco nftida em torno de 55.000,
“uma intensa banda na regifo de 48.000 e outra em torno de
24.000 (Fig.41).

Em 2 e 10, t&m-se a sud fragBes de albuminas
das duas espécies. Praticamente n¥c se nota a presenca' de
bandzz, exceto uma, poucec nftida, prdéxima a 48.000. Apesar
~de naz amostras 3 e 4 praticamente n¥o serem notadas bandas,
a observag%o do gel demonstrou sua presenca, semelhanteg
équelas das de numeros 11 e 12, correspondentes res—
_pectivamente ag gub-frac¢les de leguminaa e vicilinas de
C. gladiata. Percebe-se que a banda de 55.000 obtida no ex-
trat. total aparece subdividida em duas na fra¢3o legumina.

A forte banda ao redor de 48.000 pertence & subfragfo das

vicilinas, assim como as bandas de 24.000 e 12,000 (Fig.41).
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Fig. 41: SDS-PAGE (10% de acrilamida) das amostras de pro-

tefnas de C. ensiformis (de 1 a 4> e L. gladiata
{de 9 a 12). Padrdo de pesos moleculares (5), BSA
{6) ¢ ConA (7 e 8) também foram utilizados, Condi-
¢Bes de corrida: corrente de 25 mA, tensfo: 100V,

durante 3h30min a temperatura ambiente. Coloragdo

pelo Coomassie blue.
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3,12, Egmsgigglags§§§1'

Os resultados das he&ég}utinacﬁes "in vitro” re-
velaram um alto poder hemaélutlnante da subfracdo das vici-
linas nas duas espécies analisadas. As subfra¢Bes de albumi-
nas e leguminas n¥3o apresentaram poder hemaglutinante, tendo
-seus resultados bastante semelhantes aos controles. Os ex-
tratos protélcos totals também conseguiran aglutinar:és he-
macias, mas de forma menos intensa do que as vicilinas
(Fig. 42-45),

Durante a germinacZo, o poder aglutinante dimi-
nuiu a partig‘de Celdd e Cgi4d mas ainda pbde ser observada
alguma hemaglutina¢%o em Ce21d, Cg2ld e Cg284a.

&s hemaglutina¢les realizadas "in situ” n¥%c de-
monstraram o poder hemaglutinante dos materiais, em nenhuma
das espécies ou tempos utilizados. Da mesma forma, a utili-
zagdo de 20 C ou 37 C para a realizagBo dos experimentos,
-n¥0 provocou nenhuma alterac¢3o perceptfvel nos resultados

obt idas.

3.13. Viz3o geral das _dosagens _bloguimicas:

0 resumo das quantidades de amido, protefnas e
lipfdios dosados nos cotilédones de sementes qulescentes ou

nos colilédones apds diversocs perfodos de embebigfo, encon-

tra-se descrito na Tabela 18,
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Fig.

42-45: Fotos das hemaglutinag¢®es "in vitro”, obtidas a

partir de solu¢¥o de hemdcias de coelho tripsi-

nizadas e extratos protéicos dos cotilédones de
protéico total. Fig.44: Subfrac%o de leguminas.

Fi1g.4%5; Subfrag3o de vicilinas. Aumento 1.500 X.
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4, DISCUSEROY

4.1. Paredes celulares:

Azul de toluidina € um corante basico, portador
do radical HH; , eamplamente utilizado para coloragBes de
.cortes histoldgicos em solugBes preparadas numa ampla falxa
de pH, que oscila em geral de valores em torno de '2, onde
- poucos radicaié aniénicos presentes nos tecidos encontram-se
desprotonados, até pH 11-12, a pértir do qual, o grupamento
émino presente nas moléculas de AT, também perde seu prdton,
A pH 4,0, poucos radicals carboxila presentes em proteinas
encontram-se negativados. Entretanto, os radicais fosfato,
presentes nos &acidos nucléicos e os radicals sulfato e car-
boxila presentes em polissacarideos dcidos s%o corados (L1~

SON, 1953: PEARSE, 1S861).
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Um aumento na disponibilidade de radicats anid-
nicos convenientemente proximos possibiliita, aoc nivel celu-
lar, a intera¢3o entre as molédculas planares do AT. Isso faz
com que a energia necesééria para a excitagdo dos elétrons
pertencentes aos grupos cromofdriéos dessas moléculas seja
maior, diminuindo assim o pico de absorg¢3o de 625 nm, para
éomprimentos de onda menores, que podem atingir 550 nm ou
menos. Esse fendmeng, denominado de metacromasia, & comum a
indimeros corantes bdslcos e pode revelar, mesmo sem a uttli-
zagdo de medidag absorciométricas, um aumento na disponibi-
lidade de radicais aniﬁﬁicos em diferentes estdglos flsiclé-
glicos de um mesmo tLecido, ou de tecidos diferentes , pela
simples visualizag3oc da.cor obtida, 4ue em fung3o dessas in-
‘terag8es, passa do verde (basicamente mondmeros de AT) para
o a%ul, azul —~arroxeado e rdéseo {eﬁpllhamento de moléculas
de AT>» (VIDAL, 1987). |

Em vegetais, a presenga de radicaié anidnicos
nas substanclias pécticas, faz com que as paredes celulares
sejam coradas em tom arroxeado pelo AT a pH 4,0, apresentan-
do arsim, metacromasia. Segundo a "teoria &dclida” do cresci-
mentc celular (HALL et alii, 1984), para o alongamento celu-
lar, 'um abaixamento do pH provocado a principio pela in-
fluéncia de auxinas, possibilitaria o rompimento de certaé
liga¢Oes quimicas entre os polfmeroa.presentes nas paredes
celulares, causando o afrouxamento neéessério para a sua
post ‘'rlor expansZo. Este evento poderia favorecer a libera-

¢80 de radicais anidnicos préximes, aumentando assim a meta-
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cromasia da colorag¢8o pelo AT. Essa caracterfstica jd fot

anteriormente descrita em coleoptiles de Avena sativa (CLE-

LAND, 1976) e p8Sde ser demonstrada "in situ” através da co-

lorag3o pelo AT a pH 4,0 em paredes celulares de colilédones

vés de medigBes do fndice metacromitico das paredes (CORTE-
LAZZO & VIDAL, 13588b) e em paredes de células rizoidals en
metdfito (RANDI et alii, 1988).

Em C. epnsiformis e C. gladiata, também ocorreu
um aumenio na metacromasia dos cortes corados pelo AT, a me-
‘dida que o tempo de germinacgo aumentou, confirmando assim
éer este um fendmeno comum nessas estruturas vegetais. Além
diséo, a matacromasia foi mdxima nas paredes das células de
folhas cotiledonares prdéximas ao séh perfodo de abscis3o, o
que indica que a disponibilidade dos radlcais anidnicos vai
gradativamente aumentando durante todo o perfodo em que as
reservas presentes nas sementes s¥3o mobilizadas e exauridas,
quer seja pela sua produgso nesse local, quer pela expansdo
das paredes durante a embebl¢Zo ou mesmo pela aglo da pecti-
- na-metil-esterase, liberando radicais carbox{licos nesses
locals.

Apds a embebic¢Fo das sementes, ocorreu uma dife;
.renciacﬁo de células do parénquima do cotilédone para a for-
ma¢fio de feixes vasculares de xilema, cujas paredes s3o ri-

cas em lignina e se apresentam ortocronmidticas (verdes) quan-

do coradas pelo AT. Esses feixes de células n%o foram obser-
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vados emAsementes quiescentes mas, a partir do 72 dia de em-
‘bebi¢Ho puderam ser notados em todos os cortes analisados.
‘Esse fato pode ser explicado pela necessidade de transporte
de sgua proveniente do solo para esses locais.

A presenca de inumeros plasmodesmos ao nfvel das
paredes celulares formando verdadeiros poros interligantes
de elevado tamanho, sugerem a possibilidade de transporte
‘dos materiais de reserva n3o totalmente degradados, de célu-
la a célula do cotllédone paré seus feixes wvasculares n%o
ligntficados e destes para o eixo embrionirio.

As paredes celulares também s%o evidenciadas
quande se utiliza o método do PAS, principalmente devido
sua riqueza’em celulose. Assim, o fato de ﬁambém serem ob-
gervados p]asmodeémos por esse método, éonf!rmam o8 regulta-
dos obtidos pelo AT pois eles poderiam levar & idéia de tra-
tar-se de regiBes pobres em polissacarfdeos &cidos.

Paredes celulares quando observadas em microscd-
pio de polarizagfo apresentam-se birrefringentes devido 2o
arranjo ordenado de seus biopolfmeros formadores (FREY-WISS-
LING, 1948; PRESTON, 1952; 1959; FREY-UISSLING & MUHLETHA-
"LER, 1965). 2o anel das células cotiledonares durénte 8
germinac3o, & de se supor ¢gue hajam alteragﬁes.no estado de
égregacﬁo dessas moléculas, que provoquem uma alterag¢o na
birrefringéncia apresentada. -

Uma forma de detectar as alteracBes na ordem mo-
lecular e estadeo de cristalinidade de materials birrefrin-

gentes & a construgdo de curvas de birrefringéncia de forma
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(CBF), a partir da medi¢X¥o dos retardos &épticos provocados
pelo material quando imerso em meios de embebi¢3o com dife-
rentes Indices de refragfo (VIDAL, 1964). Essas curvas re-
tratam a influéncia dessés mejos de embebicio na ordem mole—
cular do  material analisado (birfefrlngéncia de forma ou
textural) e tambén a birrefringéncia intrinseca ou prdpria
do material, que independe do meio de embebig¢gZo. Alteracdes
nos perfis das CBF e na birrefringéncia intrfnseca, podem
relatar portanto, diferengas de cristalinidade do material.
Em sementeg de soja durante o infcio da germinag3o, a birre-
fringéncia intrinseca aas paredes de células cotiledonares
diminui 2 medida que o tempo de germinag¢Zo aumenta, indican-
do uma diminuigHo da ordem molecular ao nfvel das paredes
‘durante esse processo (CORTELAZZO & VIDAL, 1988b).

, « Entretanto, sé feoram coﬁétrufdas CBF em c¢é&lulas
de cotilédones no infcio do processo de germinag%o (de =zero
a 6 dias de embebic3o) e portanto os resultados obtidos re-
tratam esse perfodo da figiologia dessas células. Assim, no
presente trabalho, utilizou-se apenas os melos de embebigHo
repretentantes dos pontos maximos da birrefringéncia textu-
ral ‘{dgua e nujol) e do ponto mfnimo (birrefringéncia in-
trfnseca) relatados nas CBF obtidas em soja (CORTELAZZO &
VIDAL, 1988b) e o tempo de germinacfio fol estendido até a
'_abscisﬁo dos cotilédones.

Os resultados obtidos nas medicBes dos retardos
6pti os das duas espécies, confirmaram uma dimlnulg¢Zo da

.birrefrlngéncia intrinseca das paredes no infcio da germina-
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¢d3o. Entretanto, revelaram um aumento no estado de agregagdo
dos Dbiopolimeros formadores da parede quando se aproxima o
tempo de abscis¥o dos cotilédones. Esse comportamento pode
ser explicado pela perda de dgua dos cotilédones nesse pe-
rfode. Com isso, haveria uma maidr compactaéﬁo aos matertials
da parede e consequentemente um aumento na birrefringéncia.
Esse comportamento p@de-também ser observado para o material
embebido em nujol, © que refor¢a a idéia do envolvimento da
dgua nessa alteracgfo pois, como um material hidrofdbico, o
nujol poderia causar uma retrag®c nos componentes da parede
thidrofi{licos), aumentando assim é birrefringé&ncia dos mes-
‘mos. Com a perda de &dgua, ha?eria um aumento na interac3o
éntre os materials da parede, com um consequente aumento dos
retardos Opticos. Esse aumento provocado pelo nujol & também
observado em outros materials blrre;fingentes e polares como
& o caso das fibras colagénicas da matriz extra-celular pre-

sente em animais (VIDAL, 1964; 1977).

4.2. Hatorial protéico:

0 material protéico foi detectado pelo xylidine
Ponceau a pH 2,5. Esse corante possui dois radicais sulfato
fonizados nesse pH, ligando-se assim aos radicais cati&nicoé
digponivels. No pregente trabalho, o material corado era de
natureza protéica uma vez que, apds a digest3o pela pepsina

"ndo houve resposta positiva ao corante.
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0 uso do XP possibilitou a verificag¥o de .dlfe-
rengas no conteddo protéico de células presentes no centro
do cotllédone daquelas localizadas mais prdéximas ac tegumen-
to das sementes. As primeiras apresentaram-se com um aspecto
mais globular, o que poderia indicar que a mobilizagBo se
inicia nessa regi%o do cotilédone, que apresentaria corpos
protélicos ja& agfupados em gldbulos malores e em menor numero
-{PERNOLLET, 1382). Esse fato p8de ser confirmado durante o
acompanhamento "in situ” do material protéico no decorrer da
germlpagﬁo, uma vez que as diﬁinuicﬁes em seu conteddo s3o
primeliramente notadas nas regides centrals dos cotilédones.

As colorag&e; efetuadas pelo XP revelaram ainda
que ¢ a partir do 142 dia de germinag3o que hd uma necessi-
dade maior do material protéico pelas pi%htu]as, provocando
assiﬁ uma queda acentuada de material corado a partir desse
tempo.

Os corpos protéicos presentes nos cotilédones
das duas espécies, também foram levemente corados pelc méto-
do do PAS, sugerindo s presenga de glicoprotefnas no inte-
rior dos mesmos,

Ao-nfvef dos eixos embriondrios, o XP revelou unm
alto conteddo protéico em CeOd e Cg0d,ocupande todo o espago
celular. Isso indica haver estocagem de material protéico
tambhém no eixo embrionério,“que com a germinacﬁo'é transpor;
~tado para as partes da pl8ntula em crescimento, levando a
uma menor quantidade de material corado nas radfculas apés a
germinag¢¥o e havendo uma manuteng¥o do padrZo de materiais

corados a partir do 72 dia.



%

101

0 fato de n%o serem obtidas hemaglutinagSes "in
situ”, indica gque nessas espécies, a Concanavalina A se en-
contra agregada a ocutros materiais protéicos e/ou se apre-

senta de forma n¥3o funcional (dissociada). Resultados seme-

DAL, 1988a), demonstrando ser esta uma caracterfstica fre-
quente em cotilédones. Além disso, a associag¥o de lectinas
com as demals prdtefnas dos corpos protéicos tém sido des-
crita para diversas espécies de leguminosas (EINHOFF et
alli, 1986).

A despeito do fato de que as albuminas sdo solu-
~vels em dgua (DSBORﬁE &.CAHPBELL, ;898); © processo de sepa-
rag%o dessas protefnas das globulinas das sementes fo! ini-
ciado dir;tamenté_com'solucﬁo de NaCl 1 M p&is a liberacHo

de fons do material, provocada pela dgua, poderia solubili-

zar alguma quantldade de globulina, prejudicando assim a ex-

~ trac¥o. Apés a didlise, pBde-se obter a separacfo das albu-

minas, que permaneceram solivels, enquanto as 'globulinas
precipitaram.

Uma forma comum de armazenament§ de fésforo e
outros fons em cotilédones de legumlnosas'é sob a forma de
fitato (LOTT, 1980). Podem existir interag¢les entre as pro-
' tefnas de reserva e o fltato existente. Essas interagles sio
ativadaé pela présenga de cationg e o complexo protefna-fi-
této- precipita em valores de pH entre 4,5 e 6,6 (SHITH &

RACK1IS, 1957). Devido a isso, a extracZo inicial fol feita
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en solugdo tamponada a pH 7,2. 0 ‘fitato nessas sementes pode
estar mais concentrado nas por¢fes periféricas dos corpos
protélcos uma vez que nesses locais hd uma malor reag3io conm
o azul de toluidina a pH 4,0, que poderia interagir com os
radicals fosfato n3o comprometidos nas interagBes do fitato
com o material protéico.

A separag3o entre as leguminas e vicilinas se
deu baseada na dlférenca entre seus pontos isoelétricos. As—
gim, baixou-se ¢ pH da solugfioc de NaCl 0,2 M contendo a mis-ﬂ
“tura dessas globulinas para 4,7,\que é¢ o pH aproximado do
.ponto  iscelétrico das leguminas. Pbde-se ent3o separa-las
das vicilinas (pI~5,6) apds centrifugagio. Existem diversas
crfticas quanto a obtengZo de elevado grau de pureza déssas
sub-fra¢Bes utilizando-se o ponto isoelétrico, pots proter-
nas de leguminas e vicilinas podem se misturar durante o
mesmo (DERBYSHIRE et alii, 1976).Entretanto, como essa sepa-
racio foi feita basicamente para possibilitar a construgio
das curvas espectrals apds reagfo com a soluglo de Coomassie
blue e n¥o para a quantificagBo do conteddo protéico ‘dessas
- sub-fra¢Bes das sementes, esse fato p&Sde ser relegado.

Uma caracterfstica das vicilinas & a de pos§u1~
rem mais lisina e menos 3acido glutimico do que as leguminas.
Também possuem um ponto isocelétrico mais elevado (DERBYSHIRE
et alil, 1976). Assim, as curvas espectrails das vicilinas
~das duas egpécies, apresentaram maiores valores de absorban-
cla na regi¥o do pico de absorc3o ¢ A = 595 nm) uma vez que
o Coomassie blue & um corante scido e assim, sua reacﬁo. com

os radicals catidnicos seria malor para as vicilinas.
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Outro fator obgervado nas curvas espectrals das
protefnas e que esté de acordo com a literatura, & a predo-
min8ncia de canavallna, uma protefna da sub-frag®do das vici-
linas, em C. ensiformis e €. gladiata (SMITH et alii, 1982;
SAMMOUR et alii, 1984). Assim, as curvas espectrais dos ex-
tratos protéicos totais, aproximaram-se mais dos valores das

vicilinas nas duas espécies analisadas.

Apesar de serem obtidos valores um pouco. infe-

parag3o entre as diversas solucBes protéicas, elas n¥o foram
estatisticamente diferentes, revelando uma semelhancga entre
os materiais protéicos das duas espécies. 'Essa semelhanga
p&de ser confirmada pelos perfis eletroforéticos dessas es-
péciés, gue ‘apresentaram apenas peéuenas diferengas entre
si.

Az eletroforeses também evidenciaram o grande
conteuddo de canavalina e de concanavalina A, as duas proter-
nas mals abundantes nessas espécies, que apresentaram bandas
-caracterfsticas em torno de 48.000 e 24.000 (SUKNER et alti,
© 1938; YAMAUCHI & HlﬁAHiKAWA, 1886; 1887).

Segundo dados obtidos por YAMAUCHI & MINAMIKAWA
é1986}, a canavalina de €. gladiata, apresenta duas bandaé
caracteri{sticas em SDS-PAGE. Uma com P.M. em torno de 48.006
e outra em torno de 24.000. SAMHOUR et alii (1984) apresen-
tam praticamente os mesmos valores para a canavalina de C.

engiformis. Assim, 28 malores bandas obtidas no extrato bhru-

to e na frag3c vicilinas se referem a essa protefna. Do mes-
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mo modo,'EINHGFF et alii (1986) ldentificam as bandas de ca-
navalina e de concanavaling A, esta dltima com P.M. em torno

de 26.000. Deste modo, a banda obtida em torno de 25.000 na

3 mistura das sub-unidades de canavalina e da Con A.

As observacBes dos materlals ”iﬁ situ”, foram
ampl amente confirmadas pelos métodos bioquimicos de andlise.
‘As dosagens de protefnas, evidenciaram uma maior -queda do
conteudo proﬁéico a partir do 14e dia, da mesma forma que asg
ansdlises dos cortes corados. |

0= resultados das dosagens bioquimicas, sugerem
que no infclo da germina;ﬁo as proterlnas estocadas nos eixos
embriondrios - s%o primeiramente requeridas do que aquelas
presentes nos corﬁos protéicos dos cotilédones, para possi-
biliﬁarem o'crescimento. Esse fato é reforgado pela mator
diminui¢3o do conteiddo protdico ao nivel dos eixos embr {on&-
rios entre o infcio e o 72 dia de germinagdo, enguanto que o
mesno fendmeno sé € notado de forma mais contundente nos co-
tilédones a partir do 142 dia de.embebicﬁo,

0 confronto entre os resultados das dosagens do
material protéico éom a utilizac¥%o de diferentes retas pa-
dr¥c demonstrou haverem diferencés entre os mesmos. A idéla
de que isso ocorre partiu do fato de que o Coomassie blue é
um corante dcldo portador dg radicals sulfato e portanto se
liga a radicails catibnicos presentes no material protéico,
podendo também interagir por hidrofobicidade com amino-&ci-

dos proximos ao local de ligag¥@o (TAL et alit, 1986). Logi-
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camente uma protefna mais rica em aminoc 4cidos bdslicos do
que a BSA teﬁde a reagir mails com o corante e ser subestima-
da. O oposto poderla se supor com um material protélico mals
pobre nesses amino dcidos ou mesmo com uma riqueza elevada
de amino dcidos dcidos (VIDAL, comﬁnlcacﬁo pesscal). Assim,
a utilizag%o de aiversos extratos protéicos obt.idos do pro-
ﬁrio material a ser analisado, partiu desse pPianpidﬂe teve
a finalidade de demonsirar a existéncia ou n3o dessas dife-
rencaé e também tornar o método de dosagem mais fiel aoc ma-
terial anglisado. Ainda assim, a metodologia é passfvel de
criticas pols, utillizou-se apenas o extrato protéico total
dos cotilédones de sementes quiescentes e, a partir desses
materials, foram feitas as dosagens ﬁara todos os tempos de
‘embebicFo. Uma ve=z que a degradag%@ dos diferentes tipos de
protéfnas pode n¥o ser simultfnea e proporcional, os resul-
- tados podem ser considerados mais fiéis apenas para.o mate-
rial quiescente e nos tempos iniclails de embebicZo.

As hemaglutinacBes "in vitro” também confirmaram
a presen¢a de Con A no extrato protéico total e na subfracio
das vicilinas uma vez que as demals subfracﬁeé n&o apre;enm
" taram poder aglutinante.

A Con A apresenta-se na forma tetramérica a 37°C
ﬁas, se dissocla em dimeros 2 medida que a temperatura abai-
»a (HUET et alii, 1974). Esses autores, n¥o observaram efei-
to hemaglutinante a 0°C. No presente trabalho, mesmo a 20° C
o8 r.sultados das hemaglutinagBes foram positivos nos testes

_"in vitro”. Pode-se ent3o supor que a essa temperatura, mui-
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tas das moléculas de Con A apresentam-sze ainda em sua forma

funcional (tetramérica). Esse fator poderia explicar a n3o

- observac¢d3o de hemaglutina¢Bes "In situ” pois os materiais.

foram fixados a uma temperatura préxima a 0°C (5°C durante

48 horas).

4.3, Amidos
Os imimeros gré&nulos de elevado tamanho presen-
tes nas células cotliledonares e n¥o corados pelo AT -e XP,

foram intensamente corados pelo método do PAS. Isso indica

 qﬁe sua composig¥o quimica é rica em pollissacarfdeos neu-

tros, uma vez que o dcido periddico oxida hidroxilas de car-
bonos vicinais, rompendo a'ligacﬁo entre os mesmosre' produ-
zindo 2 radicais carbonila no local (PEARSE, 1961) que se
ligar%o com o reativo de Schiff através de ligagBes covalen-
tes (HELLO & VIDAL, 1978). Assim, devido a isso e também =2
sua natureza granular, pode-se supor que o material corado
pelo PAS & anmido.

Outro fator que comprova a composic¢3o quimica

~dos grénulos PAS-positivos € a sua andlise em microscdpio de

polarizagdo. Sabe-se que esse material de reserva é estocado
&e forma que as diversas moléculas de amilose e amilopectina
se disponham circularmente a partir de um centro de nuclea-
¢¥30. Essa disposi¢3o faz com que esses grinulos sejam birre-
fringentes e apresentem um aspecto caracteristico de "cruz
de malta”, sempre observado nesse tipo de reserva (VIDAL,

1887).
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A n3%o observaéﬁo de material PAS*positivo cu
blrfefringente no interior dos vasos do cotilédone ou do ei-
®x0 embriondrioc, indlcam gue para o transporte, esse material
seja previamente degradado e/ou que o mesmo seja consumido
no prdéprio local onde foi eétocado.

.A utiliza¢3o do m.m.c. para ser determinado o
nimerc de gri¥os a ser analisado em cada caso baseou-se no
fato de também terem sido analisadas as quantidades de amido
por célula. Assim, garantiu-se sempre um nimero inteiro de
células na amostragem. Da mesma forma, a 1déla de se traba-
“lhar com um erro midximo de 5% nas estimativas acabou sendo
vélido apenas nos primeiros dias de embebig8o pois nos tem-
pos mais préximos a abscis¥o dos cotilédoneé, os desvios pa-
drdo aumentaram em demasia, o que pode ser expiicado pela
alta demanda energética necessdria para o desenvolvimento da
planta jovem. Foram ulilizados apenas gr3os de amido situa-
dos nasrreglﬁes nais centrais dos cotilédonespois seu tama-
nho nas regifes mais periféricas é nitidamente menor.

A partir do 42-52 dia de germina¢3o, os c6t11é~
dones tornam-se fotossintetizantes. lsso pode contribuir pa-
ra a observacdc de uma certa manutencZio das dreas e volumes
dos gr¥os de amido durante os primeiros dias de germinacgZo.
A esge respeito, os resultados também indicam que ocorre si-
multaneamente uma diminuig¢¥o no tamanho e na quantidade de
grdos por célula no decorrer do tempo analisado. Assim, en

por célula j& no 142 dia, que é o perfodo em que as dreas e



108

volumes dos gridos também se tornam menores. Em C_ 'nggiggg
se confirma egsse comportamento, que se manifesta uma semana
depois, em Cg2ild.

Esses resultados quando confrontados com os vé—
lores ﬁbtldos para o comprimento da parte aérea; revelam que
do de grande crescimenté, entre 0 72 e o 142 dia de germina-
¢%0, perfodo apds o qual, o crescimento se torna mais lento.
Em C. gladiata, o crescimento continua elevado até o 21=
dia, diminuindo em seguida. Assim, © crescimento da pléntula
requereria num certo perfodo, uma malior demanda de material
"de reserva, tanto protéico quénto de carboidratos. Do mesmo
ﬁodo, o8 pesos secos dos cotilédones diminuem pouco até o 72
dia'de germinagloc, confirmandc zssim as relagBes .obtidas nos
egstudos "in situ” das principals re%ervas dessas sementes.

Ainda asesim, mesmo prdximé a abgscisg3o dos coti-
lédones, algumas células ainda apresentam gr#os de amido
praticamente intactos, sugerindo que nesses locais estes
gr¥os podem estar de algum modo matis resistentes a degrada-
¢30 ou que poderia haver alguma falha na sintese das enzimas
- necessidrias a essa degradag3o. De qualquer modo, a quantida-
de de amido por cotilédone € bastante baixa nos tempos en
Que essgas estruturas sofrem abscisZo, mostrando uma -grande
eficiéncia no aproveitamento dessa reserva por parte da
planta.

0 amido é primeiramente consumido ao nivel dos
eixos embriondrios, que logo no Infcio da germinacg3io apre-

sentam uma queda acentuada dessa reserva.
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A relag3o encontrada entre o numero de.grﬁos de
‘amidore as dosagens bloqufmicas nos cotilédones, poderd ser-
vir, se conflirmada para outras espdcies, para uma estimativa
do conteddo dessa reserva em cortes de sementes, podendo
contribulr para uma répida andlise em laboratdrios que nZo
disponham dos equipamentos necesirios para as dosagens bio-
quimlcas, podendo ainda dispensar os cilculos para a estima-
tiva de dreas e volumes como forma de avaliar a diminuig3o
dessa resgerva em sementes durante a germinac¢do.

0 elevado tamanho dos gr%os de amido pode indi-
‘car alnda a existéncia de endopoliploldia naé células cotf-
ledonares. Tipicamente, gr¥%os de amido com 20-50 um de com-
primento s%o—encontrados em células de cotlilédones §ue~apre—
sentam endopoliploidia e tamanhos menores, entre 2 a 10 pm,
sdo normalménte encontrados em cotilddones de espécies que
ndc a apresentam (éMlTH, 1981). No caso de C. engiformis e
.C. gladlata o elevado tamanho dos gr¥os de amido sugere que
suas cé&lulas apresentam esse fendmeno. Essa caracterfstica
. poderd ser conflirmada a partir de medic3es absorciométricas.
~"in situ” do conteddo Feulgen-DHA (MELLO & RAYMUNDO, !197?},
ut{lizando-se nicleos das células cotiledonares e de outras

regifes da planta.

4.4. Lipidios;

0s resultados das dosagens de lipfdios revelaram

um baixo conteddo dessas substi3ncias nas duas sementes e es-
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t¥o proximos aos dados existentes na literatura. WOLFF &
KWOLEK (1971) relatam 2,6X de dleos em relag¥o ao peso fres-

co nas sementes de Canavalia. GRANATO (1925) descreve 3,2%

tratar de C. ensiformis variedade gladiata uma vez que na
época em que © trabalho fol realizado existiam indmeros pro-
blemas com a classiflicagBo correta dessas plantas.

Unm fator que chama a aten¢¥o na composi¢io lipfi-
dica dessas sementes, & o baixo teor de %cido linolédico, co-
mum em muitas espécies vegetals, como por exemplo Leucaena

leucocephala que poésui £,4% de lipfdios,udos quais ”53,8%
s3%o de dcido linoléico. Em Ehg§§11§.mlgigg, dog 40% do peso
seco emﬂkisfdios, 61,4% séo também desse écidd graxc (RAQ et
alii, 1984) e em glirassol, 57,6% dos lipfdios se compBem de
dcido linoléico (CAVALCANTI, 1986). Da mesma forma, o Acido

estedrico n3o é uma forma comum de lipfdios em sementes. Nas

espécies cltadas acima, nenhuma delas possul mais do que 8%

—— i kS st Y S

Apesar de serem utilizadas sementes com cerca de
8 meses de estocagem ©s resultados do fndice de perdxidos
ndicaram n%o ter havido peroxidag¥o durante esse perfodo,
indicando que as condicBes de estocagem foram satisfatdrias

para as duas espécies analisadas.
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4.5. Naterial nuclear:

Hucleos e nucléolos também foram corados em azul
peio AT a pH 4,0, devido a presencga dos radicais fosfato no
Bﬂh.nuclear e RNA nucleolar.

Com o© avango do tempo de germina¢3o, nas duas
espécies puéeram ser ébservadas alteragtes nucleares; com a
formag¢¥o de regiBes mais picndticas, culminando muitaz vezes
com a degeneracg3o do nucléolo. Esse fendmeno vem sendo h3&
muito relacionado com a morte celular de tecidos em necrose
(SANCHEZ-LUCAS, 1959). Assim, no caso das folhas cotiledona-
‘res, o esgotamento do material de reserva pode ser sgeguido
da morte celular, numa sequénclia de eventos semelhante ao
que ocorre nog tecidos aniﬁais.

A reagdo de Feulgen foi realizada por tratar-se
de metodologia especifica para a detecgZc de DNA, a fim de
conf irmar os resultados obtidos pelo AT. Assim, devido a hi-
drélise do RNA que antecede a3 coloraglfio pelo reative de
Schiff (MELLO & VIDAL, 13878), foi possfvel essa confirmacg3o
gem O uso de enzimas como a DNAse e RNAse para‘a remo¢3o dos
gdcidos nucléicos. Do mesmo modo, xylidine Ponceau evidenciou
os nucleos das células da radicula, corando as protefnas
presentes nesse local. Esse fato também p&de ser confirmado
através da reag¢¥o de Feulgen, que evidenciou o DNA desgsas

estruturas.
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H& um aumento na disponibilidade de radicals ani®nicos

has paredes celulares a partir da germinac%o, que se
mantém durante todo o perfodo em que as reservas s¥o

mobilizadas e exauridas:

Feixes de células do parénquima das folhas cotiledona-
res se diferenciam para a formac%o de células de xile-

ma, jd no 72 dia de germinac3o;

Ag células cotiledonares apresentam plasmodesmos de
elevado tamanho, que podem estar envolvidos noe trans-
porte das reservas de célula a célula no interior dos

cotilédones:;
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0 arranjo molecular dos componentes das ﬁaredes de cé-
lulas cotiledonares apresentam uma diminui¢3o em sua
birrefring&ncia Iintrinseca no Infclo da germinagHo,
segﬁindo—se um aumento de cristalinidade quando se
aproxima o perfodo da excis3o das folhas cotilledona-
res, possivelmenté devido a uma maior agregagio desse

material em fun¢¥o da perda de &gua;

i s S, it S i st S

0 arranjo do material protéico difere nas células co-
tiledonares mais prdéximas 2 casca, que também contém

menos amido do que as células mais centrais.

A mobilizag3o de protefnas se inicia nos eixos embrio-
nérios. Nos cotilédones ela se dd a partir das cédlulas
mais centrais e € mais notada a partir do ide dia de

germinag¥o;

A Concanavalina A se apresenta agregada a outros mate-

riais protéicos e/ou dissociada, de forma a n3o serem
obtidos resultados positivos nas hemaglutinag¢Bes ”in

situ”;
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A frag¥o protéica rica em ConA nas duas espécies & a
das vicilinas, que apresentam as bandas corresponden-
tes a essa metaloprotefna e promovem uma maior hema-

glutinag®o nos materiais ”"in vitro”, a 202C ou 37=C;

0 amido presente nos cotilédones & degradado nesse lo-
cal. A degradag¢®o se d& de tal fornma que © tamanho e a

quantidade de gr3¥os diminuem simultaneamente;

Existe uma relag%o entre a quantidade de gr¥os de ami-

do nessas espécies e o conteuddo obtido a partir das
dosagens. Essa relag¢3o pode ser caracterfstica 'apenas

dessas espécies, mas possibilita uma estimativa da

quantidade de amido/g de peso seco, a partir do numero

~ de gr@os/célula;

tretanto, a alta proporg%o de dcido estesdrlico nesse
conteddo, & atfpica em relagBo a outtras sementes, po~'

bres ou n¥o dessa reservs;

A medida que o tempo de excis¥o das folhas cotiledona-
res se aproxima, suas células entram em necrose, que
pode ser detectadé atraveés de alterag¥es morfoldglicas
a nfvel nuclear visualizadas nas coloragBes pelo AT e

Feulgen.
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No presente trabalho, foram realizados varios
métodos topoquimicos e bloqufmicos de andlise, com o Intuito
.de caracterizér az gementes quiegcentes e folhas cotiledona-
res de Canavalia ensiformis e C. gladiata. A principal re-
serva dessas sementes & o amido, que representa mais de 50%
do peso seco das sementes. Oulra reserva expressiva é o mnma-
‘terial protéico, que atinge 27-30% do peso seco em C_ rgggkw
formls e 37-44% em C. gladiata. As sementes possuen 'pouco
lipfdio e destas substincias destaca-se um conteddo elevado
de dcido estedrico. Os perffs‘elétroforéticos das duas espé-
cies revelam uma graﬁde semelhan¢ca do matertal protéico, conm

predominéncia de canavalina e concanavalina A, presentes nas

sub-fra¢fes de vicilinas. Os extratos protélcos totals e as
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vicilinas, apresentam poder hemaglutinante, enguanto que nas
leguminas e albuminas isso n3o ocorre. Esse poder sdé se ma-
nifesta nos testes "in vitro”, peis "in situ” a ConA estd
agregada a outras proiefnés dos corpos protéicos e/ou apre-
senta-se dissociada. As paredes ceiuiares dos cotilédones
apresentam grandés plasmodesmos, que poderiam contribuir pa?
Ea o transporte das reservas de célula a célula no decorrer

frem excis¥o no 212 dia de germinag¢io, enquanto que as de C.

gladiata, aﬁenas no 282, quando a planta Jé_se encontra com
mals de 1,7 m de altura; A diminuigdo das principais reser-
vas nos cotllédones das duas esgpécies ée dd de forma dife-
renciada. O conteddo. protéico j& & menor apés 7 dias de ger-
minag¥o, embora apenas a partir do 142 dia &€ que se tem uma
dimisuicﬁo@ brusca do mesmo. O amiéo também - apresenta uma“
“malor - dininutgio a pariir do 142udia de germinagio, quando
as plantas_est%o com elevada taxa de crescimento; Nos eixos
embriondrios, a diminui¢Zo das reservas se inicia primeiro.
Durante a germinag¥o, as paredes celulares aumentam sua dis-
ponib'lidade de &nions, o que p8de ser .demonstrado através
- de coloragles pelo azul de toluidina a3 pH 4,0. A birrefrin-
génecla a esse nivel diminul nos primeiros dias de germina-
¢%o, aumentando a medida que se aproxima do tempo da exci$§§
~das folhas cotiledonares, principalmente devido a perda de

dgua nesses locals.
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i e T oo S i

The present research was carried out using
various topochemical and histochemical methods of analysis,
- with the intention of characterizing quiescent seeds and

~cotyledons of Cana

valla ensiformis and C. gladiata. The
principal stored material in these seeds is starch, which
represents over 50% of their dry weight. Another importanﬂ
reserve is protein, which represents up to 27-30% of the dry
contain wvery little lipid which consists mostly of stearié
acid. The electrophoretic profilies of the two species are
vefy similar, with prédominance of canavalin énd

concanavalin A, present in the vicilin fractions. The total

protein extracts and the vicilin are hemaglutinating, while
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the leguminsg and albumins do not have this characteftstic.
-This hemaglutinating ability can only be verified ”in vitro”
since "in situ” the concanavalin A is either associated with
other proteins, and/or occurs dissociated. The cell walls of
the cotyledons have large plasmodesms, which may contribute
to the transport of reserve material from cell to cell
during germination. The cotyledons of C. ensiformis fall on
the 21 day of germination, wﬁile those of C, gladiata fall
only on the 28 day when the plant has attained a height of
1.7 m. The removal of the- principal reserves of the
~cotyledons is differential. The proteln content dimintishes
already after 7 days of germination, but a sudden drop in
protein content occurs} only after 14 days. Starch also
diminishes first in the embryo. During germination, the
quantity of.free anions augments ig the'cell walls, as can
be demonstrated with toluidine blue staining at pH 4.0. The
level of birrefringence of the cell walls falls on the first
days of germination, rising again, mainly due to the loss of

_water, as the cotyledons near the time of abscistion.
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ERRATA

Pag.3, peniiltima linha: onde se lé solublidade, leia-se solubilidade
Pag.16, item 2.4.4, 2a.linha: onde se le D,OS%, leia-se 0,5%

Pag.21, 10a. e lla. linha: leia-se 2°C/min e 230°0C

Pag.70, item 3.9, 2a.linha: retirar "ou folhas cotiledonares"
Pag.77, 7a.linha; Pag.86, la.linha; Pag.11l, 4a.linha; Pag.113, item 7, 4a.
linha; onde se le germinagao, leia-se embebicao

Pag. 93, Tabela 18, na coluna das procentagens (%), em Ce7d, leia-se 73,7%
e em Cg7d, leia-se 51,1% :

Pag.112, item 2, la.linha: onde se le das folhas cotiledonares, leia-se dos
"cotilédones ' - |

Pag.113, item 4,5a.linha; Pag.l1l4, ftem 13: onde se lé excisdo das folhas co
tiledonares, leia-se abscisao dos cqtilédones. '




