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1. INTRODUCAOQ:

Sementes de soja, como as de muitas outras legumi-
nosas, tem sido alvo de varias pesquisas devido ac seu alto
valor nutritivo. Para uma umidade em torno de 8-10%, sua
composicao quimica‘porcentual apresenta como maiores consti-

tuintes as proteinas (~u40%), lipidios em geral (~22%), car-

boidratos totais (417%), inlmeros constituintes minerais,
com destaque para o potassio (1,67%) e outras substancias
como alguns tipos de vitaminas ou Seus precursores como o
inositol, acido nicotinico, tiamina, etc. (MAYER & POLJAKOFE
MAYBER, 1982). Apresentam portanto, um alto teor proteico,
representado principalmente por proteinas de reserva.

A classificagdo das proteinas de sementes & feita
normalmente segundo proposicao de OSBORNE (192u4), baseada na
solubilidade das mesmas,-em gquatro grandes grupos. Em legu-
minosas, destaca-se a presenga de globulinas, que sao pro-
teinas insolaveis em agua mas sollveis em solucdes salinas.
As globulinas, sao subdivididas em dois grandes grupos ba-
seando-se em seu coeficiente de sedimentacao (CS), a saber:
fracao 11 S ou legumina e fracao 7 S ou vicilina. Em soja, a
fracao legumina apresenta um CS = 12,2 S com peso mclecular =
345,000-363.000 daltons e recebe normalmente o nome de gli-
cinina que, com base em suas propriedades imunoquimicas pare-
ce ser formada apenas por uma proteina (MILLERD, 1975). A fra
gao vieilina possui um CS = 8,0 S com P.M. de 330.000 dal-

tons (DERBYSHIRE et alii,*1876), sendo ainda menos abundante

que as leguminas (PERNOLLET, 1985).
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Em leguminosas, as proteinas de reserva sao estoca-
das nos cotiléedones dos embrides diploides e a sintese des-
sas proteinas € feita simultaneamente a fase de expansdo ce-
lular no desenvolvimento do embriao, que sucede a fase de
divisao celular, na qual praticamente nao ha sintese das
nesmas.

Em soja, vicilinas e leguminas se acumulam a partir

de diferentes tempos de desenvolvimento do embriao (MEINKE

et alii, 1981) e, nos tecidos de reserva formam estruturas
sub-celulares denominadas corpos proteicos (LOTT & BUTTROSE,
1978).

Os corpos proteicos diferem em complexidade, entre
as diversas espécies, com diametros oscilando entre 0,1 a 22
um. Em leguminosas, normalmente sao estruturas envolvidas
por membrana lipoproteica, com formato arredondado, um teor
proteico médio de 80%, com a presenga de fitatos e de lipi-
deos, podendo ainda apresentar cristais globdides em seu in-
terior (LOTT, 1980).

Leguminas de Glycine max sao sintetizadas a nivel

do Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) através da particula
reconhecedora sinal (PRS) e se acumulam nas cisternas do

mesmo (BILS & HOWELL, 1963; EREKEN-TUMER et alii, 1982). Vi

cilinas sao também sintetizadas a nivel do RER, seguindo
dal para o Aparelho de Golgi e a seguir formando vacuolos
que originarao os corpos proteicos (PERNOLLET, 1982). Como

glicoproteinas, tanto leguminas quanto vicilinas sofrem gli-
cosilagGes pés~-traducionais no RE (DAVIES & DELMER, 1979,

19815 CHRISPEELS et alii, 1982a: 1982b).
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Varias outras informagoes a respeito da formacao e
desenvolvimento dos cotilédones em geral e sobre a biossin-
tese e estocagem de proteinas em sementes, podem ser obtidas

em intmeros trabalhos, destacando-se os de MILLERD et alii

(1978), THOMSON et alii (19%78a; 1978b), CRAIGC et alii (1979;
1980a; 1980b), RANDALL et alii (1979), FASSEAS & BCOWES(1980)
SIDDARAME & PILLAY (1980), THORNE (1981) e a revisaoc de

PERNOLLET (1885).

Para ser iniciado o processo de germinacac as se-
mentes requerem condicoes minimas de umidade, temperatura e
concentracao de oxigenio que podem variar bastante entre as
espéecies mas, de forma geral, o processo de embebicdo em
agua, nas condicoes usuais de pressac e temperatura desenca-
deia a germinacao em sementes viaveis e nao dormentes. Com a
embebicao, ocorre a ativacdo da respiragac na semente.

0 processo de respiracac das sementes durante a
germinagaoc pode ser dividido em quatro fases (BEWLEY &
BLACK, 1978):

Fase I: onde ocorrem as ativagoes e hidratacoes das
enzimas e substancias mitocondriais associadas ao ciclo de
Krebs e a cadeia respiratdria, podendo durar algumas horas.

Fase II ou fase lag: ha nessa fase o término da hi-
dratacao e todo o sistema enzimatico pré-existente se encon-
tra ativado. 0 quociente respiratdrio apresenta valores pré-
ximos a 3,0, indicando um processc de respiracdo anaerdbico
(SPRAGG & YEMM, 1958). Apesar de nem todas as sementes apre-
sentarem essa fase, no caso da soja e de inUmeras outras es-

pécies, ela ocorre, durando algumas horas.
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Fase III: ha novo incremento na respiracao aerdbica
(QR proximo a 1,0). No inicio dessa fase (ou final da fase
II em varios casos), & observada a protrusac da radicula.

Fase IV: Ocorre nova queda no consumo de oxigenio,
que coincide com o inicio da desintegracdao dos cotilédones e
esgotamento do material de reserva.

No inicio da embebigcdc as primeiras moléculas a

serem metabolizadas sac de carboidratos. Em soja, o conteldo

de rafinose e estaquiose decai em 50% nos dois primeiros
dias de embebigao, havendo nesse periodo a emergencia da ra-
dicula. Sacarose, mais abundante, somente declina apds esse
periodo (EAST et alii, 1872). Durante a degradacio de esta-
quiose, rafinose e sacarose, ha aclmulo de glicose e frutose
livres na semente (PAZUR et alii, 1962). Lipideos sio me-
tabolizados a seguir, envolvendo glioxissomos e mitocon -
drias (HUTTON & STUMPF, 1971). Sintese de proteinas e enzi-
mas hidroliticas ocorre também no inicio do processo de em-
bebigao (Fase I da respiragio), a partir de RNA pré-existen-
te na semente seca (na maioria dos casos). Pode ocorrer a
sintese "de novo" de moléculas dos diversos RNAs celulares
durante a embebicao.

A sintese de DNA ocorre apenas apés a germinacao,
uma vez que a expansao inicial da radicula se da por elonga-
gao. Assim, apenas apds a emergéncia da mesma, as células
meristematicas passam a sofrer divisdes mitSticas. Entretan-
to, células de embriles secos, podem apresentar um conteiido
de DNA = 4C, enquanto que em algumas espécies, embrides e
radiculas contém nicleos 2C e 4C e outras ainda, apenas 2C

(BEWLEY & BLACK, 1978).
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A mobilizacac das proteinas de reserva se inicia
normalmente, a partir da fase III da respiracao. Sao encon-

tradas em sementes "in natura™ de Phaseolus vulgaris e

Pisum sativum, proteinases com baixa atividade. Apds u4-5 di-

as do processo de embebicdo, hd grande incremento na ativida
de dessas enzimas (YOMO & SRINIVASEN, 19733 YOMO & VARNER,
1973) e essa atividade parece nao envolver desaminacoes ou

descarboxilagdes. Em soja, nessa fase, ocorre a atuagao de

desaminases (CATSIMPOOLAS et alii, 1968; DAUSSANT et alii,
1969). A mobilizagao das reservas em G. max, como em Vicia
faba, ocorre a partir da regiao abaxial do cotilédone e o)
processo se desenvolve com a manutencao do conteldo proteico
nas camadas celulares mais adjacentes ao sistema vascular do
cotilédone, em contraste com outras formas de mobilizacao,
que podem ocorrer a partir da regiao adaxial, a partir do
centro, ou mesmo simultaneamente a partir das regioces ab e
adaxial do cotilédone (SMITH, 1974),

As modificacoes dos corpos proteicos durante a
germinacao e as suas relagdes com os feixes wvasculares
(TOMBS, 1967:; CATSIMPOOLAS et alii, 1968:; MIALONIER et alii,
1973; GANESH et alii, 1978) e a mobilizacao das  proteinas
(ASHCROF & MURRAY, 1979), tem sido apontadas em alguns tra-
balhos, porém, com enfase para o aspecto bioquimico. Nesses
trabalhos é defendida a idéia de que um processo enzimatico
degradaria as proteinas para transporte pelo eixo de cresci-
mento e também destinada as perdas respiratorias. Entretanto
uma degradacao simplesmente, pode ser questionada se

considerarmos a possibilidade dessas proteinas poderem ser
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transportadas pelo sistema vascular existente no cotiledone
para a radicula, desde o inicio da germinacao, sem uma de-
gradagao enzimatica, pelo menos em sua totalidade. Segundo
VIDAL (1983) ocorrem modificagoes dos corpos proteicos e das
células cotiledonares na fase da germinacac, expressas por
modificagoes da reatividade da proteina, descompactagcac ou
desagregacao e seu aparecimento em estruturas vasculares pa-

ra o transporte do material citado, podendo-se detectar nes-

tes, material com reacdes proprias para proteinas. Assim
sendo, torna-se importante uma pesquisa mais detalhada das
modificagdes estruturais cotiledonares na fase da germinacao
e do desenvolvimento de um sistema de condugao implicado no
transporte de proteinas para a radicula.

A existencia de lectinas (glicoproteinas) a nivel
de cotilédone € outro fator relevante a ser estudado, devido
a sua importancia nos estudos da estrutura e das funcoes da
cobertura celular do plasmalema. Aproximadamenfe 2,5% da

proteina de Canavalia ensiformis & a lectina Concanavalina A

e em soja, 1,5% do contetdo proteico da semente, & uma aglu-
tinina (CALLOW, 1975). A identificacao dos tipos sanguineos
"in vitro" sao levadas a efeito com facilidade, gracas a
existencia de glicoproteinas intrinsecas da membrana das he-
midcias que sao reconhecidas pelas lectinas (SHARON & LIS,
19723 SIMPSON et alii, 1978; BARONDES, 1981). Reconhecimento
de alta especificidade € inerente a cada lectina e se faz a
nivel da fragao glicidica terminal nao redutora das glicopro
teinas, culminando geralmente em fenomenos de aglutina~

¢ao e precipitacao. Contudo, nos proprios vegetais onde sao
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produzidas, especialmente em leguminosas, ainda nao se detepr
minou com precisdo as suas fungdes, que podem ser postas a
prova inclusive pelas suas caracteristicas de aglutinar de-
terminadas celulas, incluindo-se as bacterianas.

As interacdes entre lectinas e outras glicoprotel -
nas toma particular importancia no caso das leguminosas,devi
do as suas interacdes com bactérias fixadoras de nitrogenio

atmosférico (BARONDES, 1981l). A esse respeito, alguns estu-

dos entre a interacao patogeno~hospedeiro, tem sido feitos
em feijao (ALBERSHEIM & VALENT, 1974), avela (LANGSTON -
UNKEFER & GADE, 1984), alfafa (VASSE & TRUCHET, 1984} e so-
ja (BAL et alii, 1978; CALVERT et alii, 1978; MORT & BAUER,
19803 19823 STACEY et alii, 1980), destacando o papel das
lectinas presentes na planta, para a atracac e interacao com
a bactéria infectante, tornando-se necessaria uma comprova-
gdao mais acurada dessas propriedades "in situ".

Nesse terrenc, revisoes importantes  ( DILWORTH
1974%; ALBERSHEEIM & VALENT, 1978; ALBERSHEIM et alii, 1880;
ROBERTSON & FARNDEN, 1980; DAZZO & TRUCHETT,1983)nos chamam
a atencao, nao so paré os fenomenos interativos de reconheci
mento, mas também para aqueles em que da interagac entre re
siduos de carboidratos resultam estimulos para que a planta
hospedeira sintetize fitolexinas, como € o caso em Phaseolus
vulgaris (HARGREAVES & SELBY, 1978).

Neste contexto vem se impondo cada vez mais a ne-

cessidade de conhecimentos detalhados e integrados sobre a

LI

parede celular vegetal em termos de composicao in situ",

estrutura e propriedades fisicas.
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A relevancia dos estudos das paredes celulares nao
deve se confinar a determinacac de sua composigao quimica e
topoquimica (PRESTON, 1959; WILSON, 1964), mas estender-se a
detecgdo e quantificacdo da ordem molecular "in situ" atra-
vés de -métodos topofisicos. Problematica semelhante com rela
c3ao a Matriz Extra Celular tem sido abordada com sucesso em
tecidos animais (VIDAL, 1963 a 1983) mas no que concerne a

célula vegetal nao foram encontradas ainda, informacoes com-

paraveis, embora a importancia da configuragao molecular de
seus constituintes para a dinamica de sua fisiologia ja te-
nha sido apontada por PRESTON (1979). O fato contudo & que,
apesar de alguns trabalhos (FREY-WISSLING, 13u8; FREY-
WISSLING & MUHLETHALER, 1965; FINCHER & STONE, 1983), faltam
publicagoes que tratem do assunto com mais profundidade, acu
racia e quantitativamente, como & o propésito de se levar a
efeito neste trabalho, com cotilédones e radiculas de G.max.

Pelo acima exposto e a despeito das informacoes a-
tualmente existentes sobre a formagao dos corpos proteicos
e sua degradacao durante a germinacao, © presente trabalho
tem como objetivos:

1. Detectar os corpos proteicos dos cotiledones"in
situ", através de reacoes gerais e citoquimicas,  apontando
possiveis variagOes quantitativas, estruturais, topoquimicas
e topofisicas durante o processo de germinacao.

2. Caracterizar os vasos cotiledonares, quantifi-
cando as relagoes do material proteico e localizando-o em
tais vasos, antes e durante o processo de germinacao.

3. Averiguar "in situ" a existencia ou nao de modi
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ficacoes na polaridade das paredes celulares, durante a pepr-
minagao através de métodos citoquimicos.

4. Verificar possivels alteracdes na ordem molecu-
lar das paredes celulares antes e apds a germinacao, em di-
versas regices do cotilédone e radicula.

5. Extrair e separar proteinas cotiledonares e do
embrido, quantificid-las e caracteriza-las atraves de eletro-

foreses em gel de poliacrilamida,

6. Verificar a ligacao de lectinas bivalentes espe-
cificas para sacarideos nas paredes celulares a partir de
testes de aglutinacdo de hemdcias, diretamente sobre prepara

dos de cotiledones e raizes.
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2. MATERIAL E METODOS:

Foram utilizadas sementes de soja (Glycine max),

variedade Santa Rosa, "in natura" e em diversas etapas do

processo de germinagao.

SEMENTES "IN NATURA"

2.1. Fixagao:

As sementes foram submetidas a quatro processos de

fixagao, descritos a seguir:

2.1.1. Fixadas em solugao de paraformaldeido a 4% em Tampao
fosfato 0,2 M a pH 7,4 e glutaraldeido a 5% durante 24 horas

a aproximadamente 5°C (KIERNAN, 1981).

2.1.2. Fixadas em vapores de paraformaldeido a seco: as se-
mentes foram mantidas a viacuo em dessecador, suspensas em

cuba contendo paraformaldeido e algumas gotas de dcido clo-
ridrico concentrado, durante quatro dias a temperatura am-

biente.

2.1.3, Fixadas em etanol a 100% durante 48 horas a temperatu

2.1.4. Fixadas em etanol 100% X &cido acético glacial 3 :1
v/v, durante 30 min & temperatura ambiente. Parte desse ma-
terial foi pré-~tratado com dcido acetico a 45% por uma hora

(McCLUNG, 1967).



.11

2.2. Processamento pos-fixacgdo:

Apds fixagao, quando necessdrio, o material foi de-
sidratado em solucoes de etanol com concentracoes crescentes
(de 70% até 100%), diafanizado em toluol durante 30 min e
posteriormente deixado em 6leo de cedro para término da dia-
fanizacao, por um minimo de sete dias (POLICARD et  alii,

1857).
0 material assim processado foi incluido em parafi-

na e seccionado em microtomo (R,JUNG-HEIDELBERG), em cortes

com 8 pm de espessura.

SEMENTES DURANTE A GERMINACAOQ:

As sementes foram lavadas em dgua, higienizadas com
hipoclorito de sédio a 2% durante 5 min, novamente lavadas e
colocadas para germinar em placas de Petri, que foram manti-
das a temperatura ambiente e na ausencia de luz, sendo os
cotilédones e raizes retirados apds 24, 48, 72 e 144 horas

do inicio do processo de embebicao.

2.3. Fixacgao:

As amostras coletadas foram submetidas a deis pro-

cessos de fixagdo:

2.3.1. Material ocom 24, 48, 72 e 144 hopras de desen-

volvimento foi fixado em solucdo de paraformaldeido a 4% em

tampao fosfato 0,2 M a pH 7,4 e glutaraldeido a 5%.

2.3.2, Amostras obtidas apds 72 horas de embebicao foram fi-

xadas em etanol 100% X dcido acético glacial 3:1 v/v durante
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30 min a temperatura ambiente. Parte desse material foi
pré-tratado com dcido acético a 45% por uma hora, antes da
fixacao.

2.4. Processamento pds-fixacao:

0 material assim obtido, scfreu o mesmoc processa-
mento descrito no item 2.2, sendo os cotilédones e as raizes

incluidos em parafina, separadamente.

2.5. Repioes observadas:

Nos diversos métodos qualitativos e quantitativos
utilizados, os cotilédones e radiculas foram observados nas
seguintes regioes:

a) CDVA: Células distantes do sistema vascular do cotilédo -
ne, antes da embebigdc para a germinacao.

b) CAVA: Celulas adjacentes ao sistema vascular do cotilédo-
ne, antes da embebigao para a germinacao.

¢) CSVA: Células do sistema vascular, antes da embebicio pa-
ra a germinacao.

d) CRE : Celulas da porgado radicular do embriio, antes da
embebicao para a germinacao.

e) CDVB: idem ao item a, apds embebicao para a germinacao.

Seguindo-se a sigla, serda colocado o tempo corres -

pondente. Por ex.: apbs 72 horas de embebicio:CDVE-

72,
f) CAVB: idem ao item b, apds embebicdo para a germinacio.

g) CSVB: idem ao Item c, apds embebicao para a germinacao.
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h) CRB : Células da radicula, apds germinagao.
Para melhor esclarecimento das regices acima cita-

das, vide Fig. 1.

2.6. Métodos gerais e citoquimicos para determinacoes guali-

tativas:

2.6.1. Hematoxilina-eosina (HE):

0 material foi corade durante 7 min em hematoxili-
na, seguindo-se banho em dgua destilada por 12 min, eosina
durante 10 min, rapida desidratacao (alcool 95%, 100%), dia-

fanizagdo em xilol e montagem em balsamo do Canadd (np=1,54).

2.6.2. Sudan-black a 0,05% em dlcool 95°GL:

Para a deteccao de lipidios e/ou radicais hidrofdo-
bicos, foi utilizada solucao de sudan~black 0,05% em etanol
95%. 0 material foi corado durante 30 min, deixado ao ar
para secagem, rapidamente diafanizado em xilcl e montado em

balsamo do Canada.

2.6.3. Impregnagao pela prata para a deteccao de radicais vic
glicois de polissacarideos:
0 material foi submetido a oxidacdo em acido perid-
dico a 0,5% durante 10 min, lavado em agua destilada, imer-

so em prata amoniacal a 1% por 10 min, tratado com formol a

10% durante 30 s, novamente lavado em agua e, em seguida,
tratado com tiossulfato de sodio a 5% durante 3 min, desi-
dratado e montado em balsamo do Canada (GALLYAS,1970; LHOTKA

& MHYRE, 1953).
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Os materiais assim preparados, foram observados em

microscopic Pol Zeiss.

2.7. Métodos citoquimicos para a analise qualitativa e

quantitativa:

2.7.1. Xylidine Ponceau a pH 2,5 (XP) para a detecgao de ra-
dicais —NH; totais:

0 material foi corado durante 15 min a temperatura
ambiente seguindo-se lavagem em acido acético a 2% durante
30 min, desidratagdo, diafanizagao e posterior montagem em
balsamo do Canada (VIDAL, 1970b). O material assim preparado
foi observado em microscépio Pol Zeiss.

A quantificacao do contetdo proteico foi realizada
em fotomicroscopio Pol Zeiss equipado com fotometro 01 e
fotomultiplicador EMI 6256, wutilizando-se objetiva Plan
40/0,65, optovar 2,0, diafragma de medida de 0,25 mm, dia-
fragma de campo de 0,3 mm, com medidas realizadas em X =
570 nm, escolhido apds confecgao de curva espectral com o ma
terial corado, obtido com o uso de régua monocromadora marca
SCHOTT. Nessas condigoes, a area medida de cada corpo protei
co foi de 7,67 pmz. Foram realizadas 40 medigoes da absorban
cia em CDVA e B, CAVA e B, CSVA e B. As radiculas (CRE e ain
da CRB) foram subdivididas em duas regioces; células do paren
quima e células do sistema vascular, com um total de 40 medi
goes, para cada tipo de regiao.

Os resultados das diversas medigoes e os resultados

transformados segundo a fungao: log (abs + 1) (Box, 19768),
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foram submetidos a analise de variancia com dois fatores:tem

po e posigao, segundo o modelo associado:

Absijk =T W+ op, ot tj + ptij + eijk
onde 1 = 1, 2, 3, 4 e 5, representando as 5 diferentes posi-
coes; j‘= 1, 2 e 3, representando os 3 tempos diferentes, k=
1, 2, «+.., 40, representando o nimero da observacao reali-
zada; W = média populacional; Absijk = absorbancia na posi -

¢ao i, tempo j e observagao k; p; = efeito da i-ésima posi-
cao; ty = efeito do j-ésimo tempo; €jj) 7 erro casual asso-

ciado a medida da Absijk.

Foram testadas as seguintes hipoteses para o mode-

0,

lo, aoc nivel de 1% de probabilidade.

Hypy = Pp = Py = Py = Py = Py = 0 (ndo existe efeito da po-
sicac);
Hyp = t; = t, = ty = 0 (ndo existe efeito do tempo);

= ptyq = Ptyy, = ... = ptey = 0 (nao existe efeito da
interacao).

Para a rejeicao das hipoteses foi utilizado o teste
de Tukey para contraste entre duas meédias de tratamentos
(GOMES, 1982), sendo: & = q . s/Vr, onde g € o valor da em-
plitude total estudentizada ao nivel de 1% de probabilidade;
s € a estimativa do desvio padrao residual e r é o numero de

repeticoes de cada célula ij.

2.7.2. Azul de Toluidina a pH 4,0 (AT):
0 AT foi utilizado para a detecgao de grupos anio-

nicos e de metacromasia. As amostras foram submetidas a co-
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loragao com azul de Toluidina a pH 4,0 em tampaoc McIlvaine
durante 15 min a temperatura ambiente, sepuindo-se 3 banhos
rapidos em dgua destilada, secagem ao ar, diafanizacao du-
rante 10 min em xilol e montagem em balsamo do Canada.
Calculo do Indice Metacromdtico (VIDAL, 1977):
A determinacdao do indice metacromatico (Agec/Agoc)

das paredes celulares de CDVA e B, CAVA e B e CRE e R foi
realizada a partir de 20 medicOes em X = 555 nme X = 625

nm em cada um dos materiais especificados, em fotomicrosco-
pio como descrito no Item anterior, porém com a utilizacado
de diafragma de medida = 0,16 mm e diafragma de campo = 0,2
mm, apresentando portanto uma area tomada em cada medicao
de 3,14 um?2.

Os resultados obtidos.nas diversas medigoes e aque-
les obtidos através da transformagdo 1/exp(abs) foram subme-
tidos a analise de variancia com dois fatores: tempo e posi-

¢do, usando-se o modelo:

IM,

ijk *

= u 4+ Py + t. + Ptij eijk

]
onde IMijk = Indice metacromdtico na posigaoc i, tempo 3 e
observacao k; i = 1, 2, 3, representando as 3 diferentes po-
sicoes analisadas; k = 1, 2, ..., 20, representando o numero
da observacao realizada. As demais varidveis, bem como o
procedimento estatistico utilizado, foram os mesmos daqueles

utilizados no item anterior (XP).

2.7.3, Azul de Alcian (AA):

2.7.3.1. Azul de Alcian 1% em acido acético a 1%, pH 2,5 pa-

ra a deteccao de glicanas acidas totais: Os cortes foram co-
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rados durante 30 min, seguindo-se banho em agua destilada
desidratagao, diafanizacao e montapgem em balsamo do Canada

(PEARSE, 1961).

2.7.3.2. Azul de Alcian 1% em HC1 0,1 N a pH 1,0 para a de-
teccao de glicanas acidas sulfatadas: As amostras foram sub-
metidas a coloracdo durante 30 min, em sepuida lavadas em

agua destilada, desidratadas, diafanizadas e montadas em bé&
samo do Canada (PEARSE, 1961).

A quantificagdo do conteldo de GAGA foi obtida em
fotomicroscOpio como descrito no item 2.7.2., com 20 obser-
vagoes em CDVA, B72 e Blllb; CAVA, B72 e Bluk¥; CRE e CRR72 e
Bl4Y4, para os dois pHs utilizados, sendo as medicces efetua-
das em A = 625 nm (SCOTT, 1970).

Os dados obtidos nas medicces citofotométricas e os
dados transformados segundo a fungao: y = sen (Vabs) foram,
entao, submetidos a analise de variancia fatorial, segundo o
modelo:

Ab

Sijkm T M * DPHiPy +HPHD; 4pHt., 4pti. 4pHptis) + oeisp s

onde i = 1 ou 2,5, representando os dois pHs utilizados; j

1, 2 ou 3 e se refere ds 3 diferentes posicoes; k = 1, 2
ou 3, representando os tres diferentes tempos; m = 1, Z,...,
20, correspondendo as 20 medigdes realizadas; Absijkm = ab-

sorbancia no pH i, posigdo j, tempo k e medicao m; u = média
populacionals; pH, p e t representam o pH, a posicaoc e o tem-
po, com as diversas interacces entre os mesmos, representa-

das na equacgao acima; = erro casual associado a medida

®i{km

da Absijkm'
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Foram testadas as seguintes hipdteses para o mode-

lo, ao nivel de

pHy = pH, = O (nao existe efeito significativo do pH);

0 (nao existe efeito signif.da posigao);

jou
o
>

T
‘H
1

g
8]

1

=i
w
1

Hygt t; = t, = t3 = 0 (nao existe efeito signif. do tempo);

Hyy pHipj T oae. = pprq = 0 (nao existe efeito significati-
vo da interagao entre pH e posicao);

Hyg: pHity = ... = pHptr = 0 (nao existe efeito significati-
vo da interagao entre o pH e tempo);

Hyg! pjtk = ... = pqtr = 0 (nac existe efeito significati=-

vo da interacao entre a posicaoc e o tempo);
Hyqt pHipjtk = ... = pprqtr = 0 (nac existe efeito signifi-
cativo da interacgao entre pH, posicdo e tempo);

efeito do i-€simo pH; j = efeito da j-ésima  posi-

H

onde 1

gao; k = efeito do K-&simo tempo.
Para a rejeicao das hipdteses foil utilizado o teste

de Tukey (Vide 2.7.1.).

2.8. Caleculo das areas e volumes dos corpos proteicos:

Para ser estimado o valor da area e volume aocupado
pelos corpos proteicos das células, foram fotografados cor-
tes de cotilédones antes da germinacaoc obtidos apés os di-
versos métodos de coloragdo descritos e os negativos  foram
projetades e desenhados em papel milimetrado em camara escu-
ra, procedendo-se entao a contagem dos quadrados equimétri-~
cos do papel (MELLO & VIDAL, 1980) para os seguintes calcu -

los:
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Area:
AGim?) = c.f, onde A = area do corpo proteico em png c =
quantidade de mm2 contades; f = fator de correcaoc para um?
estimado a partir de 1/(aumento total em um)z.

Volume:

3

3, onde V = volume do corpo proteico em dm”;

V (umS) = 4/3 np

I = 3,143 r = raio, obtido a partir da area, ou seia: r =

/AT,

Foi utilizado ainda, o meétodo do tracado dos dois
maiores eixos ortogonais (CRAIG et alii, 1979; MELLO & VI-
DAL, 1980), sendo entao obtidos os valores para area e volu-

me Ccomo segue;

H.(a+b/i$)2 )

A =
V = n/6.(a.b.c), onde
A = area en pm2; n = 3,14; a = maior eixo, em ym; b = maior

. . 3 _
eixo ortogonal ao eixo a, em umj; V = volume, em ym "3 ¢ = b,

2.9. Extracoes proteicas:

Sementes "in natura" e apds 72 horas de embebigao
para a germinagéo, foram submetidas aos seguintes métodos de

extracao:

g,

2.9.1. Pré-tpratamento com acido acético a 45% durante uma

hora a temperatura ambiente, seguido de fixacdo em etanol
100% X acido acético glacial 3:1 v/v, processado comc des-
crito nos itens 2.2 e 2.4. e corado com xylidine Ponceau a

pH 2,5,
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2.9.2. Digestao com pepsina:

0 material fixado e processado como em 2.9.1., foi
incubado em solucao de pepsina (2 mg/ml em solucaoc de HC1 a
pH 1,6), por 3 horas a 37°¢. Apés esse periodo, o material
foi laQado em agua, corado com xylidine Ponceau e montado em
balsamo do Canada (Vide 2.7.1.). Como controle, foi incubado

material apenas em solucdao do acido (PEARSE, 1961).

2.9.3. Digestao com tripsina:

0 material fixado e processade como em 2.9.1., foi
incubado durante 60 min a 37°C em tampao fosfato 0,056 M a
pH 8,9, contendo 0,2 mg/ml de tripsina, corado com xylidine
Ponceau e montado em balsamo do Canadd (Vide 2.7.1.). Como
controle foi utilizada a incubacgao do material apenas na so-
lugdo Tamp3o (PEARSE, 1961).

Com o material assim processado, foram efetuadas 30
medicoes da absorbancia dos corpos proteicos dos cotilédones
(Células distantes e do interior de vasos), para os controle
e para o material pré-fixado com dcido acético, em fotomi-
croscopio Pol Zeiss equipado com fotdometro 01 e fotomulti-
plicador EMI 6256, utilizando-se objetiva Plan 40/0,65, op-
tovar 2,0, diafragma de medida de 0,25 mm, diafragma de cam-
po de 0,3 mm, em A = 570 nm (com o uso de régua monocromado-

ra Schott). Area medida por corpo proteico = 7,67 pmz.

2.10. Detecgao citofotométrica do ponto isocelétrico aparen-

te dos corpos proteicos:

Foi utilizado o metodo descrito por LISON (1953),
modificado quanto ao fixador e quanto ao corante basico uti-

b S
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A fixacdo foil realizada com solucao de paraformal-
deido a 4% em tampao fosfato 0,2 M a pH 7,4 (Vide 2.1.1. e
2.3.1.) e o material foi processado como descrito anterior-
mente.

0s cortes obtidos foram submetidos aos seguintes

tratamentos:

2.10.1. Coloracao com solugao de xileno-cianol 0,05% em tam-

pao McIlvaine 0,01 M em 2 laminas de cada material, nos se-
guintes pHs: 2,23 3,03 3,8; 4,23 4,63 5,43 6,23 7,05 7,8, O
material foi corado durante 15 minutos, lavado em solugao
tampao correspondente, agua destilada, desidratacao rapida
em bateria de etanol, diafanizacao em xilol e montagem em

balsamo do Canada.

2.10.2. Coloracdao com solugao de azul de metileno 0,05% em
tampdo McIlvaine 0,01 M em 2 laminas de cada material, nos
mesmos pHs do item anterior.0 material foi corado durante 15
min, lavado em solucao tampao correspondente, agua destila-
da, deixado secar ao ar, imerso durante 30 min em butanol,
novamente secado ao ar e posteriormente montado em balsamo

do Canadi.

2.10.3. Medigoes citoespectrofotométricas: As medicdes foram
realizadas em fotomicroscopio Pol Zeiss equipado com fo-
tometro 0l e fotomultiplicador EMI 6256, utilizando-se obje-
tiva Plan 40/0,65, optovar 2,0; diafragma de medida de (0,16

mn; diafragma de campo de 0,2 mm. Assim, a area medida em
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cada corpo proteico foi de 3,14 umz. Foram realizadas 20 me-
digoes em cada uma das seguintes repides: corpos proteicos
situados longe do sistema vascular do cotilédone antes da
embebicao para a germinacdo e apds 72 horas da embebicao
(CDVA e°B72); corpos proteicos situados no interior do sis-
tema vascular do cotilédone nos mesmos tempos de embebicao
(CSVA e B72); material situado na radicula apds 72 horas de

embebicao para a germinacao, nas células parenquimaticas ou

nas células do sistema vascular (CPRB72 e CVRB72 respectiva-
mente).

As medigoes foram feitas em A = 600 nm para azul de
metileno e A = 630 nm para xileno cianol (MELLO et alii,
1974; VIDAL et alii, 1974), com o usc de régua monocromadora
Schott e a partir da média dos valores obtidos, foram deter-
minados graficamente os pontos isoeletricos dos corpos pro-

teicos "in situ'.

2.11. Curvas de birrefringencia de forma:

As curvas de birrefringencia de forma foram obtidas
com material desparafinizado, imerso nos seguintes meios de
embebigdo: agua; solugdes aquosas de glicerol a 20%, 40%,
60% e 80%; glicerol puro e nujol, tendo cada amostra perma-
necido por um minimo de 2 horas num dado meio (VIDAL, 1964

VIDAL et alii, 1975),.

As medic¢des foram realizadas em microscdpio de po=
larizagao Zeiss utilizando-se compensador de Brace Kohler A/

10, 2/20 e A/30, conforme o caso. Foram realizadas 30 medi-
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goes de retardos Opticos em paredes de células cotiledonares
obtidas antes, apos 72 e 144 horas de embebicdo para a germi
nagao, distantes e préoximas ao sistema vascular do cotilédo-
ne (CDVA, B72 e Blulh; CAVA, B72 e Bl44) e em células da radi
cula do embriao (CRE, CRB72 e Bluu),

Como controle comparativo, foram feitas medigoes de
retardos opticos com o uso do compensador de Sénarmont (A/4)

em fibras de algodao (Johnson & Johnson) previamente coloca-
das em etanol absoluto, diafanizadas em tolueno durante uma
hora, incluidas em parafina e microtomadas com 8 pm de  es-
pessura.

Com as médias obtidas a partir dos valores dos pe-
tardos Opticos, foram construidas curvas de birrefringencia
de forma e curvas porcentuais, para os diversos materiais

analisados.

2.12, Eletroforese:

As eletroforeses foram realizadas com extratos to-
tais e de fragbes ricas em lectinas obtidos a partir de coti
lédones e radiculas antes e apds 14l horas de embebicac para

a germinacgao,

2.12.1. Obtengao do extrato total:

10 raizes e 20 cotilédones, separadamente, foram
colocados em solugao de PBS, homogeneizados em ultraturrax
TPlS/lO-—S2 e centrifugados a 8000 x g durante 10 min, apro-

veitando-se o sobrenadante.
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2.12.2. Extragao da "fracdo lectinas":

10 raizes e 20 cotilédones (10 sementes), separada-
mente, foram colocados em solugdo tampao fosfate salina (PB
S), homogeneizados em ultraturrax TP18/10 S, e centrifugados
a SUUU-X g durante 10 min. A solugao sobrenadante teve entao
seu pH ajustado para 4,2 com HCl 1 N e mantida "overnight" a

4°c. A seguir, foi novamente centrifugada a 8000 x g durante

10 min aproveitando~se entao o sobrenadante.

2.12.3. Preparo do gel:

Solugao A: Acrilamida 30% e Bis 0,2%.

Solugao B: Acido acético glacial e TEMED u%

Solugao C: Tiossulfato de amdnio 0,2% em uréia 10M.

Foram misturadas sob agitacao e em banho de gelo,
3 ml da solugao A, 1,5 ml da solucdo B e 7,5 ml da so-
lugao C e colocadas nos tubos para a polimerizacaoc do gel
para a corrida eletroforética, com concentragao final de

7,5% de poliacrilamida contendo uréia 6,25 M.

2.12.4%. Preparacao da amostra:

Fol adicionado a 0,5 ml da solucdo obtida em 2.12.1
ou 2.12.2., 0,025 ml de acido acético concentrado, 0,15 ¢ de
sacarose, 0,5 ml de acido acético 0,9 N e 0,01 ml de AT a pH

3,5 (VIDAL & PIMENTEL, 1986).

2.12.5, Corrida:

Para a corrida, foram adicionados 20 Bl das amos-

tras obtidas a partir de cotilédones, 40 pl das amostras ob-

tidas a partir de embrides e 60 pl daguelas obtidas a partir
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das radiculas com 6 dias (~6 cm de comprimento). As condi-
goes iniciais foram de 12 mA/8 tubos, tensdo de 30 V, térmi-
no 4 horas apos, com tensao de 50 V e mesma amperagem ini-
cial.

Apos a corrida, o material foi fixado em TCA a 30%

0,

corado com solugao de "comassie blue" a 0,2% em metanol (50

ml) e dcido acetico (19 ml) durante 24 horas e descorado com
solugao de acido acetico a 7% com 3 lavagens de 24 horas ca-

da uma.

2.13. Dosagem de proteinas:

A dosagem de proteinas da fracao total e da fracao
lectinas em cotilédones e embrides ( Vide Item 2.12.), foi
feita segundo método de Lowry modificado (HARTREE, 1972 ),
utilizando-se as mesmas solugoes obtidas para a eletroforese
com 3 repeticoes para cada amostra.

A curva padrao foi obtida com solugao de BSA de 20
a 100 pg/ml.

0 calculo do conteudo proteico foi realizado por
unidade do fator amostrado, ou seja: pg de proteina/cotile~
done ou por embriao, nos dois tempos utilizados.

Para ser estimado o conteGdo proteico inicial e de-

terminadas as diluigoes a serem processadas, os extratos fo-
ram dosados primeiramente pelo método do Biureto (HENRY et

alii, 197u).
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2.14. Testes de aglutinacao:

2.14.1. Aglutinacao "in vitro':

Os testes de aglutinacao foram efetuados utilizan-
do-se o extrato total e a fracao lectinas de cotilédones e
radiculas (Vide item 2.12.) e hemacias de coelho previamente

fixadas e tripsinizadas. Foram colocados 5 pl da suspensao

de hemacias e 5 pl do extrato total ou fragao lectinas. Como

controle utilizou-se a suspensao de hemdcias e PRS.
0 material assim processado, foi observado em mi-

croscopio Pol Zeiss e fotografado.

2.14.2, Aglutinacao "in situ":

A solugao de hemacias foi adicionada, sob agitacao
suave, a recipiente contendo o material desparafinizado, an-
tes e apods 14l horas de embebicao para a germinagdo e poste~
riormente foi observado em microscdpio Pol Zeiss.

A preparacdo das hemacias foi feita segundo método

descrito por VIDAL & PIMENTEL (1986).
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3. RESULTADOS:

A observacao do material Ffixado em vapores de para-
formaldeido a seco e etanol absoluto (Vide material e méto-
dos), revelou uma ma preservagao dos tecidos de forma geral,

com a remogao dos corpos proteicos em inimeras células e com

rompimento das paredes celulares bastante frequente.

0Os resultados que se seguem, sdao referentes ao ma-
terial fixado em solucao de paraformaldeido a 4% e glutaral-
defdo a 5% em tampao fosfato exceto naqueles utilizados para
a extracao proteica, propositadamente fixados em etanol-dci-

do acético para esse fim, ou quando especificado no texto.

3.1. ASPECTOS GERAIS:

3.1.1. Cortes corados pela Hematoxilina-eosina (HE):

Os cortes de cotilédones corados por este método
apresentaram as paredes celulares e os vasos condutores evi-
denciados pela hematoxilina e os corpos proteicos corados
tanto pela hematoxilina quanto pela eosina salientando um
padrao de organizacio em globulos, sendo cada gldbulo deli-
mitado por uma fina camada H-positiva (Fig.2). Foi observada
com frequencia a presenca de uma regiao no interior de cada
globulo mais intensamente corada pela hematoxilina, com ta-

manho e intensidade de cor variados (Fig.Z, k).
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A morfologia dos corpos proteicos difere quando ob-
servada em regices proximas ou distantes dos vasos conduto-
res. No primeiro caso apresentam um aspecto mais difuso, com
globulos menos evidentes quando comparados com as regioes
mais distantes desses vasos (Fig.2). Esse padrac morfoldgico
mais difuso se acentua a medida em que aumenta o ‘tempo de
germinagao (Fig.3).

0 sistema vascular do cotilédone se distribui enm

quantidades crescentes a partir do centro para as regioes
mais periféricas do mesmo. No interior dos vasos condutores,
foi notada a presenca de material positivo ao corante, com
forma globular, como mostra a Fig. 4.

A observacao da regiao do meristema radicular do
embriao por este método permitiu a visualizacdo de células
portadoras de grandes nucléolos fortemente corados, nlcleos
hematoxilina positivos em contraste com o citoplasma globu-
lar e eosindfilo (Fig.5). As células parenquimidticas da ra-
dicula apresentaram seu citoplasma eosina-positivo, nucleos
e nucléolos corados e um formato menos alongado quando com-
paradas com as ceélulas do sistema vascular, mais fortemente
coradas (Fig.6). Foi ainda observada a presenca de inlmeros
granulos fortemente corados nas células parenquimdticas da
radicula, apds 48 e 72 horas de embebigdo, caracteristica
essa nao observada nas radiculas apds 144 horas depois do

inicio do processo de germinacdo.



.29

Fig. 2 e 3: Cortes de cotilédones de soja corados pela hematoxi

lina-eosina. Podem ser notadas as paredes celulares coradas pe-
la hematoxilina e os corpos proteicos corados tanto pela hemato
xilina quanto pela eosina. Aumento: 450 X. Fig. 2: Corte obtido
antes da germinagao (tempo zero), As células mais distantes do
sistema vascular apresentam seus corpos proteicos formados por
gldobulos, muitas vezes com uma regiao mais intensamente corada

pela hematoxilina em seu interior ( Ak ). As cdlulas mais proxi-
mas aos vasos mostram um padrao de coloragdo menos intenso. Ma-
terial HE-positivo também & encontrado no interior dps vasos .

Fig. 3: Corte obtido ap0s 144 horas do inicio do Processo de
germinag&o;ZPodem ser observadas alteragoes na coloragao e orga
nizagao dos corpos proteicos, mesmo em células maisg distantes !

do sistema vascular.
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Fig.u4: Corte de cotilédone de soja, antes da germinagdo, co-

rado pela hematoxilina-eosina, em regido de vasos. As pare-

des celulares podem ser visualizadas em roxo (hematoxilina)
o

€ 0s corpos proteicos com um padrao globular e HE-positivos,

também s3o evidenciados. No interior dos vasos, e notada a

presenga de material globular, positivo aos corantes. (k) Au-

mento:r 1750 X.
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Fig. 5 e 6: Cortes longitudinais da porgao radicular do embri-
ao; antes da germinagao, corados pela hematoxilina-eosina. Po-
dem ser notados os nucleos corados pela hematoxilina e, em seu
interior, nucléolos fortemente corados ( A ) e cito-
plasma granular e eosinofilo. Aumento: 275 X. Fig. 5: Regiao
meristemdtica da radicula. Fig. 6: Regido mostrando células pa

renquimaticas e células precursoras do sistema vascular da ra-

dicula, mais coradas e alongadas que as primeiras.,
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3.1.2. Cortes corados com Sudan-black 0,05% (SB):

A utilizacao do Sudan-black evidenciou diferencia-
damente os corpos proteicos, sendo que agueles presentes em
células localizadas proximas aos vasos condutores apresenta-
ram acumulo do corante. 0 emprego deste método salientou
ainda mais fortemente, os limites de todos os corpos protei-
cos independentemente de sua localizagao. No interior dos
vasos pode ser notada a deposicac menos intensa do corante
do que nas células cotiledonares de forma geral. As paredes
celulares nao foram evidenciadas com a utilizacao desse me-

todo (Fig.7).

3.1.3. Cortes submetidos a impregnacao pela prata:

Os resultados obtidos com a impregnacao pela prata
revelaram uma deposicac metalica nas bordas dos gldébulos
proteicos mais acentuada do que no interior dos mesmcs, ha-
vendo também deposigdo argentica nas paredes celulares. No
interior dos vasos, pode ser notada a presenga de material
globular (Fig.8).

A visualizacao do material apds a germinacao fixado
em etanol X acido acetico e impregnado pela prata, revelou
um padrao semelhante ao material sem germinar, apresentando

porém, uma maior perda de material proteico (Fig.9). Em 1luz
polarizada, foi salientada a organizacao macromolecular das

paredes celulares das células dos cotileédones e dos vasos

condutores com forte birrefringencia, branco e amarelo de 19
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Fig, 7: Cotilédone de soja, antes da germinacdo, corado com
Sudan black. 0 corante se deposita nos corpos proteicos de
forma giferenciada de tal modo que os localizados mais pro-
ximos do sistema vascular ficam mais corados do que os mais
distantes. Pode ser ainda observada a delimitagdo dos cor-

pos proteicos mais fortemente corados e a deposigao do co-

rante no interior dos vasos. Aumento: 100 'X.
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Fig. 8: Corte de cotilédone de soja, antes da germinagao,
submetido a impregnagdo pela prata. Podem ser notadas as
paredes celulares coradas em marrom e 08 corpos proteicos
com um/;épecto g-obular, delimitado por uma camada mais

fortemente evidenciada. No sistema vascular, tambem pode

ser observada a presenga de material globular (A). Au-

mento: 275 X.
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Fig.9,e 10: Cortes de cotilédones de soja, apds a germinacdo,

submetidos i impregnagao pela prata, para evidenciar glico-con-
jugados.Notam-se impregnadas as paredes celulares e o sistema
condutor do cotilédone. Aumento: 900 X. Fig.9: Paredes coradas
em preto e vasos condutores em varias tonalidades de marrom. Os
corpos proteicos nao sao evidenciados pelo método. Fig.10: Mes-
ma imagem, em microscopia de polarizagao,’ com polarizador e ana
lisador cruzados (90°), podendo-se notar a birrefringencia das
paredes celulares de forma geral e a constituigﬁo dos vasos con

dutores ora com células perfuradas, ora fenestradas. Nota-se

ainda regioes birrefringentes nos corpos proteicos.
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ordem respectivamente, com os corpos proteicos apresentando
em contrapartida, alguma birrefringencia em regices locali-

zadas (Fig.10).

3.2. RESULTADOS DAS ANALISES QUALITATIVAS E QUANTITATIVAS:

3.2.1, Xylidine Ponceau (XP):

Os cotilédones antes da germina@éo,corados com XP
para proteinas totais, apresentaram corpos proteicos forte-
mente corados e paredes celulares pouco evidenciadas
(Fig.11). Uma observacac em maior aumento desses corpos, sa-
lienta sua organizacado em globulos onde se nota que determi-
nadas regioces ficam extremamente coradas, parecendo envolver
as unidades globulares como uma parede. Constata-se
ainda que os corpos proteicos localizados proximos aos vasos
condutores se modificam em forma e tamanho e no interior
desses vasos, ha reacac positiva ao corante (Fig.1l1l).

Os cotilédones apds germinacao corados por este me-
todo, confirmam o padrao obtido em HE quanto ao desarranjo
maior dos corpos proteicos, mesmo distantes dos vasos condu-
tores do cotilédone (Fig. 12).

No interior do sistema vascular do cotiledone, pode
ser observada a presenca de material demonstrando afinidade
pelo XP, com aspecto globular (Fig.13).

Em microscopia de polarizagao, mantendo o polariza-

. o
dor e analisador cruzados (90 ), puderam ser notadas as pa-
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Fig. liﬁe 12: Cortes de cotilédones de soja corados pelo xyli-

dine Ponceau para proteinas totais. As paredes celulares sdo
pouco egidenciadas por este método. Nota-se os corpos protei -
cos, globulares e fortemente corados. Aumento: 450 X. Fig. 11
Material antes da germinagao (tempo zero). Destaca-se a dife-
renca entre o padrao morfoldgico dos corpos proteicos distan-
tes do sistema vascular (globulares) e proximos ao mesmo (mais
difusos). Fig. 12: Material apds 144 horas do inicio do pro-
cesso de germinagéo. Pode ser notado um maior desarranjo dos

corpos proteicos, mesmo nos mais distantes do sistema  vascu~

lar.
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Fig. 13: Detalhe de vasos em cotiledones de soja no tempo ze-
ro, corados com xylidine Ponceau. Pode ser notado material em

forma globular no interior das celulas vasculares, com forte

reagdo ao corante. Aumento: 1750 X.



redes celulares, apresentando forte birrefringencia de cor
branca de 19 ordem e ainda foi possivel a observacao de re-
gioes birrefringentes nos corpos proteicos (Fig.l4).

A regiao do meristema radicular do embriao corada
com XP apresentou nucléolo fortemente corado, nicleo
fracamente reativo e citoplasma com resposta positiva

ao corante, o mesmo ocorrendo com as células do parenquima e
sistema vascular da radicula, confirmando novamente os pa-

droes obtidos com as outras técnicas utilizadas.

No material radicular apos 48 e 72 horas de embebi-
¢ao para a germinacao, foi notada a presenca de inlmeros gré
nulos fortemente corados nas celulas parenquimdticas (Fig.

15).

3.2.1.1, Quantificacao do conteido proteico:

Os valores das absorbancias medidas nas diversas
regioes dos cotilédones e radiculas do embriio, corados com
XP, encontram-se descritos na Tabela 1. Foi notade nogs cor-
pos proteicos situados em celulas distantes do sistema vas-
cular do cotilédone, um aumento crescente nas absorbancias
do tempo zero até 72 horas e uma diminuicdo destes valores
apos 144 horas de embebicdo para a germinacdo. Nas células
adjacentes a vasos, os valores das absorbancias se mantive-
ram praticamente constantes durante todos os tempos analisa-
dos enquanto que, no interior dos vasos, houve um decréscimo
apos 72 horas. Na radicula, foi notada uma diminuicio de
contetdo proteico nas células parenquimidticas e compertamen-—
to oposto nas células componentes do sistema vascular, a
partir do tempo zero, até 144 horas apés  embebicdo ( Tabe

la 1).
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- Fig. 1u: Corte de cotilédone de soja antes da germinacao, co
rado com xylidine Ponceau e visto em micrpscSpio de polariza
955, com polarizador e analisador cruzadqg. Pode ser observa
da a birrefringéncia das paredes celulares&dawfmrma geral em
branco de 19 ordem. Nos corpos proteicos, algumas regioces

tambem apresentaram essa anisotropia. Aumento: 450 X.



4l

Fig. 1§: Detalhe de corte longitudinal da radicula de éaj&, a-
pas 72 horas do processo de germinagao. Podem ser notadas as
células precursoras do sistema vascular da radicula, em proces
so de diferenciagado. Nas células parenquimdticas e detectada a

presenca de inimeros granulos XP-positivos. Aumento: 450 X,

i
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A analise de variancia com dois fatores e os testes
das hipoteses para o modelo proposto (vide 2.7.1.) revelaram
haver influéncia do efeito da posicao, do tempo e da intera-
géo entre ambos. Entretanto, em alguns casos isolados, nao
foram notadas diferencas significativas ao nivel de 1% (Ta-
bela 2 e 3).

0s valores da distribuicao entre as medidas das ab-

sorbancias nos diversos tempos e locais analisados apbs a

trans formacao log (abs + 1), efetuada de acordo com o descri
to no Item 2.7.1. de material e métodos, em fungao de suas

respectivas medias, se encontram na Fig.16.

3.2.2. Cortes corados com azul de Toluidina a pH 4,0(AT):

Os resultados obtidos a partir da coloracao com AT
a pH 4,0 salientam as paredes celulares e os vasos conduto-
res (Fig.1l7). A presenca de metacromasia nesses locais fol
detectada e aumentou nas paredes de células cotiledonares
apés 6 dias de embebigao para a germinagao (Fig. 17 e 18).

0s corpos proteicos apresentaram-se pouco corados e
a delimitacao dos mesmos fol salientada, demonstrando a pre-
senca de material basdfileo (Fig.l19) e confirmando os resul-
tados obtidos nos cortes corados com HE e XP.

A diferenga no padrao de organizacao globular dos
corpos proteicos nas celulas distantes e adjacentes ao sis-
tema vascular, o maior desarranjo desses corpos no material

apos a germinacao e a presenga de material globular no inte-
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Fig. 16: Distribuigac das diferengas entre a média e cada
valor de absorbancia obtide com XP nas diversas regides e
tempos analisades, apds a transformagao log {(abs + 1},mos
trando uma certa constancia entre o intervalo dessas dife
rencas, independente do valor da média obtida. X:  média
populacional num dado tempo e posigac; 4: diferenga entre

X e as observacgoes realizadas em cada caso.
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Fig. 17 e 18: Cortes de cotiledones corados com Azul de Tolui-

dina a pH 4,0. Destacam-se coradas as paredes celulares de for
ma geral, com 0§ corpos proteicos pouco corados mas envolvidos
por uma fina camada de material positivo ac corante ( 4 ). No -
interior dos vasos, pode ser observada a presenga de material
globular (regiao entre asteriscos). Aumento: 450 X. Fig. 17:Ma
terial obtido no tempo zero, possibilitando a visuglizagéo dos
intmeros gldbulos formadores dos corpos proteicos ( A ). Fig.
18: Material obtido apds 144 horas do processo da germinacao ,

com as paredes mais metacromaticas que as da figura anterior e

um padrao morfologico dos corpos proteicos, mais desorganizado.
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Fig. 19: Detalhe de células cotiledonares de soja, distan-
tes do sistema vascular, coradas com AT a pH 4,0, Nota-se
com bastante clareza o padrao morfoldgico globular dos cor
pos proteicos, pouco corados, envolvidos por material mais
basdfilo e portanto mais corado, como uma membrana delimi-
tante. Podem ser notadas ainda, as.paredes celulares em ge

ral. Aumento: 1750 X.
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rior dos vasos condutores (Fig. 17 e 18) também foram detec-
tados por este metodo.

0 uso de luz polarizada na observagao dos cortes,
confirma a forte birrefringencia detectada a nivel da parede
celular, conforme também observado nos demais métodos de colo

racao (Fig. 20).

3.2.2.1. Calculo do indice metacromatico (IM):

0s resultados do IM nos materiais corados com AT a
pH 4,0 obtidos a partir das medigdes das absorbancias (Ag../
Agog) nos diversos tempos de efibebicao e posigoes, encon-
tram-se descritos na Tabela 4, onde pode ser notado um au-
mento crescente nesse indice, em todas as posigoes, a partir
do tempo zero.

A analise de variancia com dois fatores, dos resul-
tados dos indices e dos resultados apds a transformagao y =
1/exp(abs), revelaram haver influencia significativa do efel
to da posicao e tempo, com nivel de P = 0,01 (Tabela 5 e
6). Pode ser notada a nao influencia do fator posicao para
os valores obtidos apbs 72 horas e uma semelhanca dos mesmos
com aqueles obtidos para as celulas adjacentes a vasos no
tempo zero (CAVA) e para as da radicula apds 144 horas. Pode
ainda ser detectada uma diferenciacao das celulas distantes
do sistema vascular do cotiledone apos 144 horas de embebi-
cao (CDVB1l44) em relagao is demais posigoes nesse tempo (Ta-
bela 5 e 6). |

Os valores das diferencas entre as diversas medi-

goes apos transformacao e suas respectivas médias, encon -

tram~se plotados na Fig. 21.
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Fig. 20 : Corte de cotilédone de soja, antes da germinagao,

corado com azul‘de toluidina a pH 4,0, visto em microscopio
de polarizacdo com o polarizador e analisador cruzados. Des
taca-se a forte birrefringéncia das paredes celulares, prin
cipalmente das células do sistema vascular em direcao a ra=-

dicula do embridao. Aumento: 100 X.
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Tabela 4: Valores do Indice metacromatico (Agec/Agsc)
obtidos em paredes celulares de G. max apos

coloracgao com azul de Toluidina a pH 4,0 em

diversas regioes e tempos de embebicao.

REGIAO n(b)NLEMPO(a) g 72 h 144 h

CDVA/B 20 0,599+0,132 1,25620,267 1,777+0,288
CAVA/B 20 1,132+0,278 1,126+0,097 1,503x0,207
CR 20 0,9480,224 1,28340,151 1,349+0,282
Obs.: (a): tempo considerado a partir da colocacao da semente

em placa de Petri com algodiao umedecido, até a fixagao do ma-
terial; (b) naimero de medigdes efetuadas em cada tempo e posi
gao; CondicOes das medicdes: Objetiva Plan 40/0,65; optovar

2,0; diafrapgma de medida: 0,16 mm; diafragma de campo: $,2mm;

area tomada por medicao: 3,1 um?



.52

TRPERPL] FYFLHLLL G H L Y Lealty UE SURESs T
saodrsod se 8ajus SPAT3IROTITUSTS SBPOUBISJTP WaJARARY OBU ‘wrsse opuejuesadadaa fOpPEBINOTED

BHE‘T HhTEID

mom“ﬁ hh THAVO

hhmna HhTEAAO

£8¢‘T TLEdD

gzZT*T ] ZLEAVD

95z°1T | zL9AdD

LSE0 T2

ZET‘T VAVO

665°0 VAQD

BhE“T £06°T LLLET £82°T gzZT‘T 9621 LGS0 SIAOTVA

|
_

fhTHY0 &:Hm>¢o anTIAQD |2L-9¥90 {Z2L-9AVO2L~HAUD oyd1sod

*s805Ts0d ® sodwsl SOSISATP WS XPUW BUTDATD °p SPINOIPRA @ SSUOPITTI

-00 wa ODT]PWOIDEI D) SOTPU] Op S2O01TPaW SB 243Ud SBIUSIBITP SEP S°I0TRA 5§ BI3]PL



.53

‘opepTTTgRqoad ap 4T ®P T@AaTu o sodwsl @
seobtsod se sajus SBATIRPOTJITUSTS SedUadajTp wodsa®vy OPU ‘wrsse opuepjiusssadsd ‘opelnolTed

= ¢ :49yny 8p 931se3 o Baed opendoIED JAOTEA : *SAQ

LZT0 900 582°0 692°0 ] hh1EYUD

mmowo 59T°0 L0TG LZED LZZC0 InhTHAVD

SO0T0 TSI 8TT‘C TZZ 0 6ST0 6LECD SLTC0 |ahTEACQD

08Z°0 2L8¥D

9Z¢“0 | ZLEAVD

£6Z°0 | ZLEATD

96€£°0 ayD

HEE* D YAYD

h155°0 VAOD

639Z°0 Lzeto SLT O 08zto 9z¢efn £6Z°0 g98£*°0 HhEECD ®GS°Qp aoTep

HhTEED mhTEAVDO IWhTEAdD | 4980 CLYAVD | 2L9AUD 340 VAVO VAQD 0ydIS0d

*X®PU 5 9P SBINOIPRI B SBUOpPeTTIo0 we (sqe)dxs;T oedewaogsueaiz

.

e sode ooTlPwouDEPlBUW 9DTPU] OP S20DTPSW SP 2a3UD mW@cMQmMHU SEp S9JOTBA :9 BTaqelL



f A
0.200
X
i X
x -
X * )
0.100 |- .
X ’ :
s 2
. S B R
x .
- : 1 - ‘ . .
- .8 I‘. -
| : . . ‘, .
- ! ‘0 :: - - Y
0.00 é — . - X,
! . . = : o
9 . . . :- - 8
- . - .’C '
Q - . .
. ! :' H : © .
e .t '- :
% b X .
- . .X ) .
4 .
- X
0.100 p- N e d |
- x %
R X
X
X
0.200 [~

Fig. 21: Distribuicao das diferencas entre a media e cada
valor do indice metacromatico obtido com AT nas diversas
regides e tempos analisados, apos a transformagao efetua-
da (y = l/exp(abs)) mostrando uma certa constancia entre
o intervalo dessas diferengas, independente do valor da
média obtida. X: média populacional num dado tempo e posi
cio; A: diferenca entre X e as observagoes realizadas em

cada caso.




3.2.3. Cortes corados com azul de Alcian (AA):

0 método do AA nos dois pHs utilizados, evidenciou
as paredes celulares de forma geral, com uma maior intensida
de de cor obtida para o pH 2,5 (Fig. 22 e 23). Os corpos
proteicos puderam ser notados de forma discreta como em AT,

assim como outras caracteristicas gerais Jja descritas nos

{tens anteriores, foram confirmadas.

A quantificacao das glicoéaminas glicanas Aacidas
totais (pH 2,5) e sulfatadas (pH 1,0) & dada na Tabela 7 e
revelou grande variagao em todos os tempos e posigoes anali-
sados, nos dois pHs. 0 confronto entre os diversos valores
médios obtidos nas diversas medigoes € dado na Tabela 8. A
analise de variancia fatorial foil realizada a partir dos va-
lores transformados (Tabela 9),que demonstram haver influen
cia do pH, da posicao e do tempo de forma global, apesar de,
em alguns casos isolados, nao haverem diferengas significa-
tivas ao nivel de 1% de probabilidade.

Os valores das diferencas entre as diversas medidas
apbs a transformagao e as médias para cada populacao, sa0

dados na Fig. 24.

3.3. CALCULO DA AREA E VOLUME DOS CORPOS PROTEICOS:

3.3.1. Corpos proteicos por corte celular:

Os valores das areas e volumes dos corpos proteicos

por célula apds coloragao com XP e impregnagao pela prata,
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Fig. 22 e 23: Cortes de cotilédones de soja antes da embebicao

para a germinagao, corados com azul de alcian. Podem ser obser
vadas as paredes celulares com reacgao positiva ao cﬁrante, com
0s corpos proteicos pouco corados. Aumento: 450 X. Fig. 22:Cor
te corado com azul de alcian a pH 2,5 para glicosaminoglicanas
totais. Fig. 23: Corte corado com azul de alcian a pH 1,0 para
glicosaminoglicanas sulfatadas. Torna-se evidente uma menor in

tensidade de cor desta figura em relacao a anterior.



Tabela 7: Valores obtidos para as absorbancias das paredes

.57

celulares apds a coloracdo com azul de Alcian.

TEMPO  pH CELULAS COTILEDONARES RADTCULA
CDVA/B CAVA/B CR
.5 0,556+0,097 0,363+0,066 0,427+0,060
0 h ,0 0,271+0,078 0,21340,066 0,263+0, 043
2,5 0,328+0,096 0,29740,089 0,15740,035
72 h , 0,249+0,049 0,25940,049 0,081+0,019
, 0,42640,078 0,440,083 0,386+0,061
144 h

0,17740,052

0,231+0,051

0,13520,041

Obs.: Todos o0s valores se referem a media obtida a partir de

20 medigoes, em A=z 625 nm. Condigdes das medigdes: Objetiva

Plan 40/0,65; optovar: 2,0; diafragma de medida: 0,16 mm; dia
fragma de campo: 0,2 mm; area tomada por medicao: 3,1 um?.
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Fig. 24: Distribuicdo das diferengas entre a média e cada
valor de absorbancia obtido com AA nas diversas regioces,
tempos e pHs analisados, apos a transformagao sen /abs ,
mostrando uma certa constancia entre o intervalo dessas
diferencas, independente do valor da media obtida. ¥: me-
dia populacional num dade pH, tempo e posicao; A: diferen
¢a entre X e as observacoes realizadas em cada caso.
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(Tabela 10), revelaram uma area média de 50,617 + 11,909

um? e um volume médio de 270,972 + 63,753 um°. A distribui-
cao de frequencia para os valores de area obtidos € dada na

Fig. 25. A andlise de variancia desses resultados demonstrou

>

ndo haver diferenca entre os mesmos a nivel de 1% de proba-

bilidade.

3.3.2. Corpos proteicos:

0s resultados obtidos para areas e volumes dos cor-
pos proteicos com AT, XP e HE (Tabela 11) revelaram um valor
de area médio = 12,032 * 3,638 um? e um volume médio  de
31,4048 * 9,485 um® quando o método utilizado foi o de con-
tagem de quadrados equimétricos do papel milimetrado e um
valor médio de 14,335 % 3,433 un’ e um volume médio de 40,37
12,5 vmz para ommétodo dos malores eixos ortogonais ( Taba
la 11).

A distribuicao de freqiliencia para os valores de
area obtidos para os dois métodos utilizados, encontra-se na
Fig.26. A andlise de variancia dos resultados demonstrou nao
haver diferenga entre os mesmos ao nivel de 1% de probabi-
lidade, quer nos resultados obtidos para um determinado mé-
todo, quer no confronto entre os mesmos.

Apés a germinaca@o, devido ao maior desarranjo dos

corpos proteicos, nao foram realizadas medigoes de suas a-

reas e volumes.
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Tabela 10: Valores de area e volume dos corpos

proteicos em cotilédones de soja an

tes da germinagado.

METODO AREA (um®) VOLUME (pm®)
Xylidine Ponceau 49,457+11,282 261,707+59,700
55,290%14 ,964 309,345%83,723
Impregnagao Ag 47,104%* 6,876 243,254%35,510
MEDIA GERAL 50,617+11,809 270,972+63,753
Obs.: Valores das areas, resultado da média de 30 medigoes

dos
gao
tir

quadrados equimétricos do papel milimetrado apés proje

em camara escura; valores dos volumes,

dos valores das areas.

obtidos a par-
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Fig. 25: Histograma de distribuigao das areas dos corpos protei-

cos por celula, em pmz. Total de amostras medidas = 90,
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Tabela 11: Valores de area e volume dos glébulos formadores
dos corpos proteicos em cotilédones de soja an-
tes da germinagao.

METODO AREA (ym?) VOLUME (um®)

1. Contagem de quadrados equimétricos:

AT a pH 4,0

XP a pH 2,5
HE
MEDIA GERAL

2. Tracado dos maiores eixos ortogonais:

AT a pH 4,0

MEDIA GERAL

12,817£2,480
14,053+3,091
10,381+3,916
10,875+3,769

12,032+3,638

13,729+2,602
14,9u0%4,055

14,335%3,433

34 ,527+6,681
39,639%8,719
25,167+9,49Y4
26,985+9,352

31,404+9,495

37,300%11,00
43,440%14,00

40,370%12,50

Obs.: Valores médios obtidos a partir de 30 medigoes; em 1.,

o volume foi calculado a partir dos valores das areas; em 2,

o volume foi calculado a partir da introdugao de um terceiro

eixo "C", sendo C = B.
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Fig. 26: Histograma de distribuicao das areas dos gldbulos pro-

teicos, em pmz. I. Método de contagem de quadrados equimétricos

em papel milimetrado. Amostragem: 120 glébulos. II. Método  do

tragado dos maiores eixos ortogonais. Amostragem: 60 glébulos.
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3.4, EXTRACOES PROTEICAS:

3.4.1, Controles:

0s resultados obtidos para o material utilizado co-
mo controle para os tratamentos enzimaticos com pepsina e
tripsina apos coloracdo com xylidine Ponceau (Fig.27) apre-

sentaram um padrdo morfolégico semelhante dquele apresentado

pelos cotiledones corados por esse método sem qualquer tra-

tamento prévio (vide item 3.2.1.) e seus valores de absor-
bancia a A = 570 nm. foram ligeiramente superiores aos das

células nao tratadas (Tabela 12).

3.4.2, Prée-tratamento com acido acetico:

0 material pré-tratado com acido acetico a #5% an-
tes da fixagac e posteriormente corado com XP revelou um
grande desarranijo dos corpos proteicos nas células (Fig.28)
quando comparado aos obtidos naquelas sem pre-tratamento. O
dcido acético além disso, remove material proteico das célu-
las cotiledonares, mas ndo em sua totalidade, tanto em coti-
lédones no tempo zera, quanto apés 72 horas de embebicao pa-
ra a germinacao (Tabela 12).

Blocos de parafina contendo o material pré-tratado
puderam ser seccionados em microtomo com maior facilidade
que o fixado diretamente, mas a preservagéb das paredes ce-

lulares foi comparativamente menor.

3.4.3., Tratamento pela pepsina:

A utilizacao da pepsina a 0,2% para a remogac do

conteudo proteico das celulas cotiledonares foi muito mais
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Tabela 12: Valores das absorbancias obtidas em células coti-
ledonares de soja apos coloracdo com XP, em mate-

rial utilizado como controle de tratamentos de eXx

tragao.
PRE-TRATAMENTO CONTROLES DAS DIGESTOES COM
TEMPO c/HAc a 45% Pepsina Tripsina
0 h 0,643+0,164 1,028+0,091 0,954+0,163
72 h 0,614%0,185 1,47220,212 1,245+0,183

Obs.: Medias obtidas a partir dos valores de 30 observacodes; con
digoes de medigao: Objetiva Plan 40/0,65; optovar 2,0; diafragma
de campo: 0,3 mm; diafragma de medida: 0,25 mm; A= 570 nm; area

tomada por medicao: 7,1 umz.
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eficiente do que a remocgao pelo acido acetico extraindo ma-
terial diferenciadamente, conforme a posigcac da celula em
relagdo ao sistema vascular, sendo que a remogao foi menor
em CAV e CSV (Fig.29).

Nas células distantes do sistema vascular (CDVA ou
B72), também pode ser notada uma extragao proteica diferen-

ciada, com o material formador do envoltdrio dos corpos pro-

teicos, mais resistente & acdo da enzima (Fig. 29, k).  As

paredes celulares também se apresentaram levemente coradas e
portanto, com material proteico resistente a remogao pela

pepsina nas condigdes e concentragao utilizados (Fig. 29).

3.4.4, Tratamento pela tripsina:

Das extragoes proteicas realizadas, o uso da trip-
sina foi o de maior eficiencia, removendo praticamente a to-
talidaﬁe dos corpos proteicos de todas as células cotiledo-
nares (Fig. 30},

Também com a utilizacdo desse método, alguns mate-
riais da parede nao foram removidos, permanecendo corados pe
lo XP, apesar de, comparativamente a extracao com pepsina ,

ter havido uma maior remogao (Fig. 29 e 30).

3.5. DETERMINACAO DO PONTO ISOELETRICO APARENTE DOS CORPOS

PROTEICOS "in situ':

A medicao das absorbancias para os materiais cora-

dos com xileno cianol{(XC)(Fig.31 e 32) e azul de metilenoc(AM)

O NiC A MP

PEE TR



Fig. 27 a 30: Cortes de cotiledones de soja, obiidos apds ex-
tragoes proteicas-e submetidos a& coloracdao com xylidine Pon-
ceau a pH 2,5. Aumento: 450 X. Fig., 27: Controle do metodo de
extragao com tripsina. Podem ser notados os corpos proteicos
fortemente corados e, no interior dos vasos, reacac positiva
ao corante. Fig. 28: Cortes obtidos apds pré-tratamento com o
dcido acético antes da fixacao e posterior coloracio com XP.
Nota-se que o padrao globular apresentado pelos corpos protedi
cos sem pré-tratamento, € destruido, havendo um visivel desar
ranjo e remogao de material. Fig. 29: Corte obtido apds o tra
tamento com pepsina. Percebe-se claramente que ha Yemogao nos
corpos proteicos, mas nas paredes celulares e nas regioes que
envolvem os gldobulos proteicos ( k), ainda se obtém resposta
positiva ao corante. Observa-se:ainda uma menor extragao nas
células do sistema vascular e naquelas adjacentes aos mesmos

(4. Fig. 30: Corte obtido apds o tratamento com tripsina .

Pode ser notada uma maior remocao do material do que pelo me-
todo de extragao pela pepsina. As paredes celulares ainda a-

presentam resposta ao corante mas o0s corpos proteicos 540

praticamente removidos em sua totalidade.



.69




.70

(Fig. 33 e 34) nos diversos pHs, posicoes e tempos utiliza-
_dos, apresentou, como esperado, valores meédios crescentes
para AM e decrescentes para XC em funcao do pH utilizado (Ta
bela 13).

0 perfil das curvas obtidas para os corpos protei-
cos localizados em CDVA (Fig.35) e CDVB72 (Fig.36) fol seme-
lhante para o material corado pelo xileno cianol mas apresen

tou uma maior inflexaoc para aqueles presentes em CDVB72 co-

rados pelo azul de metileno. O ponto iscelétrico aparente pa
ra essas proteinas, nos dois tempos, fol praticamente o mes-
mo, com pI = 4,4 para CDVA e pl = 4,35 para CDVB7Z.

0 material corado em CSVA (Fig. 37) e CSVB72 (Fig
38) apresentou curvas com perfis diferentes aos das células
distantes do sistema vascular, com um ponto de inflexao mais
acentuado na curva do material em tempo zero corado com xi-
leno cianol. A medicdo das absorbancias dos corpos proteicos
corados com azul de metileno no tempo zero, originou uma
curva com ombro entre os pHs 3,0 e 3,8 e uma inflexao mais
suave quando comparada com o material apos 72 horas de embe-
bigdo. No material em CSVB72, tambem foi detectada a presen-
ca de ombro na curva de AM deslocado para a faixa de pH en-
tre 3,8 e 4,2. Os valores obtidos para o nponto isoelétrico
para essas posicoes (CSVA e B72) também difere, sendo maior
no tempo zero (pI = 3,9) do que apds tres dias de germinacao
(pI = 3,7).

0 material radicular corado, apresentou curvas com
perfis diferentes do material cotiledonar, com um padrao

mais irregular e ainda, com diferengas quando comparadas en



Fig. 31-34: Cortes de_cotilédones de soja antes da embebi-
¢ao para a germinacao utilizados para a determinagao do
ponto isoelétrico aparente "in situ". Aumento:450 X, Fig.
31: Corte corado com xileno cianol a pH 2,2. Podem ser ob-
servados o0s corpos proteicos corados em azul, com material
positivo ao corante no interior de vasos. Fig. 32: Corte
corado com xileno cianol a pH 7,5. Nesse pH, os corpos pro
teicos praticamente nao se coram. Fig. 33: Corte corado com
azul de metileno a pH 2,2. Po7e ser notada uma fraca colo-
ragao das paredes celulares em azul, mas os corpos protei-
cos praticamente nao apresentam uma reagdo positiva ao co-
rante. Fig. 34: Corte corado com azul de metileno a pH7,8.
Sao observados os corpos proteicos fortemente corados em a
zul, podendo ainda serem notadas diferenc¢as na

dos mesmos, quando localizados proximos a vasos.
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Fig. 35: Determinacao grafica do ponto isocelétrico aparente
para corpos proteicos localizados em repides distantes de
vasos, de cotilédones "in natura" (CDVA), apds coloracio c/
xileno cianol (XC) ou azul de metileno (AM) em diversos pls.

pl obtido = U,y
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Fig. 36: Determinacdo grafica do ponto igoelétrico aparente para
corpos proteicos localizados em regides distantes do sistema vas
cular de cotilédones apos 72 horas de embebicdao para a germina-

cac (CDVB72) submetidos i coloracao com xileno cianol (XC) ou a-

sul de metileno (AM) em diversos pHs. pI obtido = 4,35,
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Fig. 37: Determinagdo grdfica do ponto iscelétrico aparente para
corpos proteicos situados no interior do sistema vascular do co-
tilédone no tempo zero (CSVA) submetidos a coloragac com xileno-
cianol (XC) ou azul de metileno (AM) em diversos pHs. pl obtido:
3,9.
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Fig. 38: Determinacdoc grafica do ponto iscelétrico aparente para
corpos proteicos situados no interior de vasos em cotilédones a-
pos 72 horas de embebigdao para a germinacaoc (CSVB72) submetidos

a coloracac com xileno cianol (XC) ou azul de metileno (AM) emn

diversos pHs. pl obtido = 3,7.
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Fig., 39: Determinacaoc grafica do ponto isoelétrico aparente para
corpos proteicos situados em células parenquimiticas da radicula
apés 72 horas de germinagao (CPRB72), submetidas a coloragao com
<ileno cianol (XC) ou azul de metileno (AM) em diversos pls. pl
obtido = 4,2.
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Fig. 40: Determinagdo grafica do ponto isocelétrico aparente
para corpos proteicos situados em células do sistema vascu-
lar da radicula apSs 72 horas do processo de germinacao ,
(CVRB72) coradas com xilenoc cianol (XC) ou azul de metileno
(AM) em diversos pHs. pl obtide = 3,5,
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tre si. O material de células do parenquima da radicula
(CPRB72) tem suas curvas plotadas na Fig. 39, onde podem ser
netadas éiferengas entre as curvas das absorbancias do mate-
rial corado com xileno cianol e com azul de metileno. O pi
obtido para esse material foi de 4,2. O conteldo corado das
células do sistema vascular da radicula (CVRB72) tambem  a-

presentou diferengas entre as curvas obtidas a partir do uso

dos dois corantes utilizados (Fig.40), com um pI = 3,5,

3.6. CURVAS DE BIRREFRINGENCIA DE FORMA:

As médias dos valores obtidos nas medigoes dos
retardos opticos nos diversos materiais e tempos utilizados,
encontram-se na Tabela 1%, assim como os valores porcentuais
relativos ac maior retardo obtido para cada material,

As curvas de birrefringencia de forma ob-
tidas para o material nos tempos Oh e 144 h ( Fig.
41} mostraram um perfil semelhante para as celulas distan
tes de vasos e da radicula do embrido, exceto quando o meio
de embebigao utilizado foi a agua.

A maioria dos materiais utilizados, teve sua birre-

fringencia intrinseca (retardos minimos) quando embebidos em

glicerol puro (n=1,472). Porém em CDVB72, CRB72 e CAVBluk es
se minimo foi deslocado para n = 1,435 (Glicerol a 80%).
Para o material em tempo zero, houve um aumento do
retardo entre n = 1,36 e n = 1,388, gque se manteve no mate-
rial apds 3 dias apends com um deslocamento desse aumanto

nas células da radicula {(n = 1,386 a n = 1,413). Esse
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Fig. 41: Valores dos retardos opticos (f) em nm, obtidos

1,413

para as paredes celulares de sementes no tempo zero e 1hy
horas. (e) valores para celulas de sementes "in natura" H
(x) valores para células apds 144 h do processo de embebi

gao; (

) células distantes de vasos (CDV); (--=--) célu

las adjacentes a vasos (CAV); (-++-) células da radicula
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perfil, ndo fol observado para o material apds 6 dias de em~
bebigac para a germinagao, nem para a celulose pura (Tabela
143,

Uma maior visualizacao dos perfis das curvas obti-
das para o tempo zero e 6 dias pode ser feita na Fig.#l. As
curvas porcentuais para esses dois tempos mostram uma distin

gao entre o material antes e apds a germinacao, com uma di-

minuicao da birrefringencia intrinseca no material perminado

(Fig. 42).

Os valores porcentuais obtidos para o material B72
apresentam curvas mais irregulares quando comparados aos de-
mais tempos, como pode ser notado na Fig. #3.

Quando consideramos apenas os valores obtidos para
agua e nujol e os valores das birrefringencias intrinsecas
dos diversos materiais e tempos, notamos sempre um valor mi-
nimo para as paredes celulares préximas ao sistema vascular.
0 material antes da germinacao apresenta 0s maiores retardos
quando embebidos em dgua e o material apSs 6 dias, os meno-
res (Fig. 44). A birrefringencia intrinseca de forma geral
diminui com a germinacdao, mas nas celulas adjacentes ao sis-
tema vascular ela se manteve constante durante todo o inter-

valo de tempo analisado (Fig. 44),

3.7. ELETROFORESE:

Os resultados das eletroforeses para o material u-

tilizado, encontram-se dispostos na Fig. 45.
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Fig. W42:

144 h de embebicdc, baseada no maior retardo Sptico obtido.(e)
valores porcentuais de paredes celulares de sementes no tempo
zero; (x) apos 14 h de embebigao; (—): celulas distantes de

vasos (CDV); (---): cé&lulas adjacentes a vasos (CAV); (=+=)

Curva porcentual para o material no tempo Zero e apos

células da radicula (CR); (o): controle comparativo obtido

partir das medigoes de retardos em fibras celuldsicas

dao).
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Fig. 43: Cupva porcentual para o material no tempo zero e apos

79 h de embebicdo, baseada no maior retardo optico obtide. (e)
valores porcentuais de paredes celulares de sementes no tempo

sero; (@apds 72 h de embebigdo; (——) células distantes de va

sos (CDV)y (---) células adjacentes a vasos (CAVY; (=+--) célu

1as da radicula do embridc (CR); (8): controle comparativo ob-

tido a partir das medigdes de retardos em fibras celulosicas
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Fig. 44: Valores dos retardes Spticos nos indices de refracio
minimo (1,333) e miximo (1,479) e valores de birrefringencia

intrinseca (n = 1,435 ou n = 1,472),em fungao da posicao da
célula na semente. (CD): células distantes de vasos; (CA) cd-
lulas adjacentes a vasosy (CR): células da radicula; (——}:a-
pua {n = 1,333%; (""" ): nujol (n = 1,479); (- - -): birre -
fringencia intrinseca (menores valores obtidos para cada ca-

so); {(e) tempo zero; (o} tempo 72 h; (A)tempo 144 h.
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No extrato total de cotilédones, pode ser observada
a presenga de 10 bandas com extenéao e coloragao variadas,
sendo que no material apds 144 h, a 99 e 109 bandas nao fo-
ram encontradas. Na fracao rica em lectinas no tempo zero
nao fofam encontradas as bandas de n? 1, 2 e b, sendo que a
banda de.n? 4 se apresentou menos intensa que a de mesmo nu-

mero do extrato cotiledonar total. Apds 6 dias, reaparece a

banda 6 e a de n9 4 se apresenta subdividida em 3  bandas,
sendo uma delas menos intensa que as demais.
No embriac, o padrao de bandas foi mantido, apenas

com uma diminuigac na intensidade das mesmas.

3.8. DOSAGEM DE PROTEINAS:

A dosagem de conteldo proteico pelo metodo do biure
to para o material da fragac rica em lectinas revelou as se-
guintes concentragoes:

a) Cotilédones: ~3 mg de proteina/ml de solugaoc.

b) Embriac tempo zero: ~1 mg prot/ml.

¢) Embriaoc tempo 1HH4 h: ~0,2 mg prot./ml.

A partir desses valores foram feitas as diluigoes
das diversas solugOes de modo a se obter um conteudo protei-
co em torno de 50 pg de proteina/ml de solucdao, podendo as-
sim ser utilizado o método de Lowry para as dosagens (vide I
tem 2.13). Os resultados das leituras das’ absorbancias em A=
650 nm bem como as concentracgoes finais obtidas, encontram -

se descritos na Tabela 15. 0s valores obtidos por unidade de



Fig. u45: Eletroforese em gel de Poliacrilamida dos diversos
materiais e tempos analisados.
a) Esquema realizado a partir da observagdo dos tubos.

b} Fotografia dos resultados dos diversos tubos.

CTO: Celulas cotiledonares, extrato total, tempo zero.

CT6: Células cotiledonares, extrato total, tempo 144 h.

CLO: Celulas cotiledonares, fragao rica em lectinas, tempo
zero,

CL6: Células cotiledonares, fragao rica em lectinas, tempo
144 horas,

EQ : Células da radicula, fragdo total, tempo zero.

-

E6 : Células da radicula, fragao total, tempo 144 horas.
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amostragem (cotilédones ou embrides) acusam uma diminuicdo
no conteldo proteicc ao nivel de cotilédones e um aumento

nesse conteldo nas radiculas (Fig, u46).

3.9. TESTES DE AGLUTINACAOQ:

3.9.1. Aglutinacao "in vitro":

Os resultados obtidos "in vitro" mostram um grande

poder aglutinante tanto da fracao total quanto da fragdo rica

em lectinas (Fig. 47-49) em relacao ao controle utilizado.

3.9.2. Aglutinacao "in situ":

Os resultados das aglutinacoes '"in situ" foram  me-
nos eficientes do que as realizadas "in vitro", tanto para as
células cotiledonares e embrides no tempo zero, quanto naque-

las apés 144 horas de embebigdo para a germinacio (Fig.50-1).
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Fig. 46: Conteldo proteico em cotilédones e embrides de G. max,
dosado pelo método de Lowry modificado. (x) cotilédones; (o) em

brioes; (——) fragao total; (---)fracdo rica em lectinas.
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Fig.47-49: Resultados dos testes de aglutinacio "in vitro".

~Aumento: 100 x. Fig. 47: Controle: suspensao de hemdcias em
PBS; Fig. U8: Suspensao de hemacias + fracdo rica em lecti-

nas; Fig. 49: Suspensao de hemdcias + extrato total.
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Fig,50-51: Resultados dos testes de aglutinagao "in situ".

Aumento: 450 X. Fig.50: Células cotiledonares no tempo ze-
ro; Fig. 51: células cotiledonares apGs 144 h de embebicao

para a germinacao. Pode ser notada uma discreta atracao do

material com relag80 s hemicias, em ambos.
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4, DISCUSSAQ:

4.1. Processos de fixacao:

No presente trabalho, a utilizacdo de etanol ou de
vapores de paraformaldeido a seco como fixadores, foi tenta-

da como uma forma alternativa para se evitar a expansao ce-

lular no cotilédone, tornando assim os corpos proteicos me-

nos susceptiveis a remocao, uma vez que os mesmos, normal-
mente, encontram-se delimitados por membrana (LOTT & BUTTRO-
SE, 1978; LOTT, 1980) e com a expansao celular durante a em-
bebicao ficam desprendidos do plasmalema. Além disso a uti-
lizacdo de solugOes aquosas nas sementes "in natura", pode-
ria levar a resultados irreais tendo como consequiencia con-
clusdes erroneas no sentido de se estar lancando mao de ar-
tificios nao condizentes com a condigac da semente madura,
isto €, com um baixo teor de umidade (CHRISTENSEN, 1878) e,
desencadeando o processo de germinagao antes do material es-
tar totalmente fixado. Devido a 1isso, fol utilizado o etanol
que €& um fixador de rapida penetracao, porém,"com poder de
fixagao mediocre" (LISON, 1953). A mediocridade do fixador
prevaleceu em termos de preservacao e o material obtido apds
o tratamento com solugdes alcoGlicas de diversos corantes
como o fast-green, o xylidine Ponceau, o Sudan black e o)

azul de Toluidina ou de metileno, mostrou um resultado final
insatisfatorio, com perda do material proteico e rompimentos
das paredes celulares muito freqiientes. As poucas células

aparentemente intactas, revelaram um padraoc morfoldgico e
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quantitativo identico ao material fixado com a solugac de
paraformaldeido tamponada.

0 uso de vapores de paraformaldeido a seco, como
alternativa para o processo de fixacdo fol sugerido por Vi-
dal (cémunicagéo pessoal), uma vez que o paraformaldeido,
polimero do formaldeido ((HCHO) ), se mostra mais eficiente

do que este ultimo na formagdao de pontes de metileno entre

as cadeias de proteinas (LISON, 1953; KIERNAN, 1881) e, a

seco, sem O aparente inconveniente da rapida expansao das
paredes dos cotilédones. Mesmo considerando esses aspectos
iniciais extremamente vantajosos, e ainda utilizando-se frag
mentos pequenos do material com 1-2 mm de espessura e com um
tempo de fixacao longo, com duracao de quatro dias, os resul
tados obtidos para o material submetido a esse processo de
fixacdo e posteriormente tratados com solugoes alcodlicas de
corantes também apresentou intmeras quebras celulares e re-
mocaoc de material do interior celular. Além disso, quando
tentada uma coloracdo normal, com a utilizacao dos corantes
em solugdes aquosas, houve uma rapida expansac dos cortes,
fazendo com que estes praticamente dobrassem sua area na la-
mina,resultando assim na sobreposicao das ceélulas cotiledo-
nares ou na eliminagdo do material,por perder sua aderencia
ao vidro, comprometendo totalmente os resultados obtidos.
Devido aos fatores expostos, foi utilizada a fixa-

cao com solugao de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a

5%, tamponada a pH 7,4 com tampao Fosfato (KIERNAN, 1981).

Justamente pelo fato de serem o paraformaldeido e o gluta-

raldeido bastante indicados para a fixagao de proteinas, for
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mando uma verdadeira "malha entrecruzada" de estruturas
estaveis, esse fixador ndo foi utilizado para os casos em
que se procedeu os tratamentos enzimaticos que ficariam com-
prometidos com uma menor eficiencia para um material nessas
condigoes. Assim, a fixagdo com etanol X dcido acético 3 : 1
v/v se mostrou ideal para as diversas extragoes utilizadas |,

uma vez que o acido acético "per se" promove uma certa remo-

gao do material proteico de forma geral ( DEITCH, 1966; MEL-

LO, 1976; MELLO & VIDAL, 1978).

¥.2. Aspectos gerais:

0 uso da hematoxilina-eosina para uma visualizacao
geral das sementes se deveu ao fato de serem estes corantes
usados para esse fim ha mais de um século, com a eosina (co-
rante acido), se ligando aos radicais positivos presentes e
a hematoxilina, unida apropriadamente a mordantes, funcio-
nando como um corante basico e evidenciando geralmente o)
conteudo nuclear e radicais negativos em geral, presentes ,
por exemplo, nas paredes celulares (LISON, 1953; POLICARD et
alii, 1957). Assim, a utilizagdo desse método foi de extrema
valia para a visualizacdo morfologica geral, permitindo a
detecgdo de modificacSes na forma e arranjo dos corpos pro-
teicos diferenciada em regides distantes de vasos (estrutura
globular) e regices adjacentes a vasos (estrutura mais difu-
sa), bem como a presenca de material globular no sistema
vascular, resultados estes posteriormente confirmados pela
utilizagdo dos métodos citoquimicos e que estdo de acordo

com resultados obtidos por TOMBS (1967) para cotilddones  de

ey
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A coloracao dos corpos proteicos pela hematoxilina
sugere a existencia de radicais negativos nesses corpos, pe-
la presenga de amino dcidos acidos e/ou porgoes de sacari-
deos acidos. Essa aparente basofilia do material proteico &
salientada nas regides mais externas de seus gldbulos forma-
dores, que envolvem a matriz proteica como uma membrana. Tal
fato € confirmado quando se utiliza o AT a pH 4,0 e esta de

acordo com outros resultados obtidos para corpos proteicos

de leguminosas (TOMBS, '1967; LOTT & BUTTROSE, 1978;PERNOLLET,
18783 CRAIG et alii, 1979; LOTT, 1980; CHRISPEELS, 1980;
PERNOLLET, 1982; VIDAL & PIMENTEL, 1986),

A presenca de uma pequena regiac mals intensamente
corada nos corpos proteicos em alguns cortes corados pela HE
pode sem diivida ser algum artefato de tecnica. Entretanto,
a presenga de cristais globdides no interior destes corpos
em G. max ja foi anteriormente descrita (LOTT & BUTTROSE,
1978), apesar de pouco frequente. Um plano de corte tangen-
cial as membranas formadoras dos corpos proteicos, tambem
deve ser levado em consideragao como possivel causador do
aparecimento dessas regices.

0 Sudan black se liga a um determinado substrato por
hidrofobicidade. Devido a isso, & lérgamente utilizado para
a detecgao de lipidios em cortes a fresco (MELLO & VIDAL,
1980)., O processo de inclusao levado a efeito para a obten-

cao dos cortes em micrétomo, devido a utilizagdo de solugdes

aleoolicas, remove praticamente a totalidade do conteldo de
1ipid os das células. Ainda assim, a utilizacao desse método

revelou uma deposicac diferenciada do corante sobre o mate-
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rial, com um maior acimulo do mesmo nas bordas dos cCorpos
proteicos e na proteina situada em células adjacentes

vasos. 0 primeiro caso, confirma os resultados obtidos em HE
quanto a presenga de uma membrana nesses Corpos, com um aci-
mulo dé fosfolipidios no local (mais resistentes a solubili-
zagao em solugces alcodlicas) e/ou de porgoes proteicas mais

hidrofoébicas do que no interior dos gldbulos. O segundo caso

de maior deposicao, sugere a possibilidade de haverem modi-
ficagoes conformacionais no conteiido proteico das celulas de
reserva que resultem na exposicac de um maior nimero de re-
gioces hidrofébicas e como consequencia, um maior acumulo do
corante nessas regioces (Fig. 7).

Paradoxalmente, foi constatada a presenca de um
maior nimero de radicais negativos ao nivel do envoltdrio
dos corpos proteicos (HE e AT) e um maior numero de regioces
hidrofobicas na mesma regiao (SB). Entretanto, como pode ser
notado (Fig. 2 e 7), o Sudab black se deposita em maijor
quantidade nas bordas externas do conjunto total dos corpos
proteicos, nao diferenciando os glébulos como a hematoxili-
na. Tal fato pode significar que ja existam interacdes hi-
drofébicas entre os globulos diversos, restando apenas as
regioes que limitam o contelido proteico total, com sitios
disponiveis para a interacdo com esse corante. Além disso,
uma maior repulsao entre os componentes do envoltdério devido
a um maior acumulo de cargas de mesmo sinal, poderia alterar
sua conformag¢ao, expondo um maior numero de regides hidrofd-
bicas. Este mesmo raciocinio pode ser utilizado para o mate-
rial existente nas células adjacentes a vasos, mais corado

pelo Sudan black.
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A utilizacao de métodos de impregnacio pela prata,
teve a finalidade de determinar topoquimicamente pradicais
vic-glicdis presentes no cotilédone e radicula uma vez que a

c e~ . + , ~ .
precipitagac dos lons Ag nos processos de impregnacao se da
ao nivel de residuos de aciicares (GALLYAS, 1970; VELICAN &
VELICAN, 1972). Utilizacdes desse método com a mesma finali-

dade, tém sido feitas com sucesso para tecidos animais (MEL-

LO & VIDAL, 1972; MELLO et alii, 1974; VIDAL et alii, 1975).
Os resultados obtidos confirmaram aqueles encontrados com HE
e AT, no sentido de demonstrarem a presenca desses radicais
a nivel do envoltdrio dos corpos proteicos e das paredes ce-
lulares em peral, possivelmente devido a presenca de glico-
proteinas e pelo menos ao nivel da parede, sem diavida, a
presenga de polissacarideos, inclusive nio celuldsicos, como
xiloglicanas, glicuronoarabinoxilanas, homogalacturonanas e
ramnogalacturonanas I e II, pelissacarideos esses, comumente
presentes em paredes celulares de dicotiledoneas (TAXIZ,
1984).

Outro fator salientado com a utilizacio deste meto-
do foi a diferenca na conservagao dos corpos proteicos fixa-
dos em paraformaldeido tamponado (Fig. 8) ou em etanol X
dcido acético (Fig. 9). Apesar de serem materiais origina-
rios de sementes em diferentes estagios do processo de germi
nagao (tempo zero e 72 horas de embebigao respectivamente) |,
sa0 exemplos bastante elucidativos das diferencas notadas de
vido aos diferentes processos de fixagao utilizados no pre-

sente trabalho.
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4.3. ASPECTOS QUANTITATIVOS:

4.3.1. Material proteico:

Xylidine Ponceau € um corante dcido cujas moléculas
possuem © grupamento wSOB“ livre, sendo portanto utilizado
para a detecgcao de proteinas totais, ligando-se aos radicais

amino das mesmas, que se encontram protonados no pH utiliza-

do para a coloragao (VIDAL, 1970b; 1977; PIMENTEL et alii,
1981). O padrac morfoldgico obtido com XP foi semelhante ao
dos demais metodos, com 0s corpos proteicos apresentando um
padrao globular e com material proteico no interior do sis-
tema vascular,.

0 aspecto morfologico do material germinade denota
a transferéncia do material de reserva, do cotiledone para o
embrido, com um desarranjo dos corpos proteicos nas células.

No parenquima da radicula nos tempos 48 e 72 h, a
presenga de iniUmeros granulos fortemente corados pelo XP,
assim como pela HE, sugere. a transferencia desse material
do cotilédone, uma vez que o mesmo nac foi detectado em em-
brices no tempo zero e ainda que esses granulos de natureza
proteica sdo metabolizados apds esse tempo (72 h) pois nao e
mais detectada sua presenca nas ceélulas parenquimaticas de
radiculas com 144 horas de embebigao.

As extracgoes proteicas realizadas, com posterior
coloragao com XP evidenciaram a natureza do material salien-
tado pelo corante. Sem divida, a remogaoc realizada por enzi-

mas proteoliticas mostrou ser adequada a utilizacao do XP

para a deteccao de proteinas. Outro fator salientado nas
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extragoes, foi a propriedade de ser utilizado um fixador ade
quado para as mesmas, uma vez que a formacao de pontes de me
tilenoc com o uso de paraformaldeido dificultariam, ou mesmo

impediriam uma atuagdao mais efetiva das enzimas nos experi-

mentos "in situ".0 acido acetico mostrou seu poder de solubil
lizacdo de proteinas jd descrito anteriormente (DEITCH,1966)
pois o material pré-tratado com essa substancia foi, em par-
te, removido.

Apesar da presenga de substancias anti-tripsina no
material proteico, pelo menos "in situ" essas moléculas en-
contravam-se inativadas por algum fator, ou foram removidas
durante o processo, uma vez que a remocac mais acentuada do
material proteico ocorreu quando utilizada a tripsina. A as-
sociacdo dos polipeptideos ao nivel de membrana dos corpos
proteicos ou ao nivel da parede celular, com outros compos-
tos pode ter sido a causa da resistencia dos mesmos a extra-
cdao enzimatica.

No caso da extracao pela pepsina, © material pro-
teico das celulas adjacentes a vasos e no interior destes,
revelou existirem alteracoes estruturais, agregacionais,
ou em sua composicao, pois a enzima foi menos eficiente na
extragdo de proteinas localizadas nessas regioces.

Os valores para o contelildo proteico nas ceélulas
distantes do sistema vascular (CDV) vai aumentando até o 39
dia de embebicao, decaindo a seguir, confirmando assim as
fases aceitas para a germinagdo, com a sintese e/ou ativacgao
de material proteico (principalmente enzimas) na fase I da

respiragac no processo de germinagao, mantendo entretanto os



101

valores na quantidade de proteinas nas células adjacentes ao
sistema vascular (CAV).
Na verdade, as quantificagoes "in situ" dos corpos
proteicos, sdo instantaneos de momentos fisioldgicos do pro-
i « * i (3 a
cesso continuo da germinagao. Ainda assim, com as pegas do
mosaico obtido (para auxilio vide Tabela 3), pode ser traca-

do um perfil de mobilizacdo para as proteinas de reserva,
amparados nos resultados obtidos e nas informacgoes sobre mo-

bilizacao existentes (BEWLEY & BLACK, 1978; LOTT, 1980; PER-
NOLLET, 1985), a saber: inicialmente, um alto teor proteico
se encontra estocado nas ceélulas distantes do sistema vascu-
lar (CDVA). Nas células adjacentes a vasos (CAVA), o teor
proteico & semelhante ao das células do sistema vascular
(CSVA) sque por sua vez & semelhante ac conteldo existente no
embriac (CVRE e CPRE), como se essas celulas, tivessem du-
rante a maturacao da semente, atingido um grau maximo de es-
tocagem de proteinas. Com o inicio do processo da germina-
cdo, a ativacao e hidratacac do material enzimatico ( Fase I
da respiracao) faz com que, gradativamente o conteludo protei
co seja aparentemente aumentado nas CDV (24, 48 e 72 h de
embebigdo, Tabela 1), quer seja pela sintese proteica e/ou
pela ativacao ou modificagoes em sua estrutura, expondo um
maior numero de radicais com afinidade pelo corante. 0 con-
teido de proteinas nas células do sistema vascular se mantém
(CSVB72), mas nas celulas do parenquima da radicula
(CPRB72), devido as constantes divisdes sofridas por esse
érgac, o conteldo proteico/célula gradativamente vai dimi-

nuindo, tornando-se assim, diferente do valor inicial, mas
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se mantendo a seguir (CPRB1l44). 0 Transporte no sentide CDV
- CAV -m» CSV —=CVR -=CPR, se estabiliza (CAVB72 = CAVBIluu),
mas o conteldo das células distantes de vasos (CDVBluL) co-
mega a decair, demonstrando ser esse o ponto de manutengao
do contetdo proteico em CAV. Com o passar do tempo, o fato
mencionado por YOMO & TAYLOR (1973), que apontam as celulas
adjacentes aos vasos, estranhamente, como a Ultima regido a
perder suas proteinas de reserva, representa, uma constan-
cia aparente em seu conteldo proteico: enquanto perde pro-
teina para CSV, as recebe de CDV, num equilibrio dinamico.

No presente trabalho a grande diminuicdo no contei-
do proteice das celulas do sistema vascular apds 144 horas
de embebigao (CSVB1lu4), pode estar relacionada com o instan-
te em que houve mobilizacdo do conteldo proteico dessa re-
giao para o embriao, num tempo tendendo a zero e, ainda por
isso, no momento da fixagao do material sem ter
transferencia de CAV para esse local.

Um acompanhamento do processo para tempos superio-
res ao estudado, poderda elucidar, de forma mais contundente
o trajeto apontado acima.

0 método descrito por LISON (1953) para a determi-
nagac do ponto isocelétrico aparente se baseia na interacao
diferenciada de determinado substrato com corantes acidos e
basicos, em funcdo do pH. Assim, o material a ser corado

apresentara uma carga total positiva em valores de pH infe-

riores ao seu pI, ligando-se eletrostaticamente a corantes
dcidos como o xileno cianol. A medida que esse pH se eleva,

diminui a afinidade a esses corantes uma vez que, sgradativa-
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mente, ha uma retirada de protons do meio. Simultaneamente,
a utilizacao de um corante basico como o azul de metileno,
revelara um comportamento oposto, de tal maneira que, se
confrontadas as curvas das absorbancias dos dois corantes em
diversés pHs, teremos o equivalente a curvas de titulacaoc de
um dcido com uma base (uso de corante bdsico) ou curvas de
titulagao de uma base com um acido (uso de corante acido ).

Uma grande vantagem desse método sobre os métodos bioquimi-

cos usuais para a determinacao do ponto isoelétrico se refe
re ao fato de n3o serem necessarios processos de extracgio ou
purificacdo, que fatalmente incluiriam proteinas de varios
locais da semente enquanto que as deteccoes "in situ'" possi-
bilitam a escolha da regidac a ser analisada, mesmo quando
bastante proximas.

0s resultados obtidos para o ponto iscelétrico apa-
rente dos corpos proteicos "in situ", demonstraram a nature-
za acida das proteinas de reserva (pI~4%,2) e foi coerente
com sua riqueza em amino acidos dcidos (&cido glutamico e
aspartico) conforme anteriormente descrito (MAYER & POLJA~
KOFF-MAYBER, 1982).

Os perfis das curvas obtidas foi diferente para cé-
lulas distantes de vasos (CDV), adjacentes (CAV) e celulas
da radicula (CVR e CPR) demonstrando haverem diferencas con-
formacionais e/ou na estrutura dessas proteinas durante o
processo da germinagao. Nas CDV as curvas se assemelham
aquelas cbtidas na titulagao de acido forte monoprotico com
base forte, pois o ponto de inflexdo das curvas &€ acentuado
e Unico. Em CAYV e em CR, hda um atenuamento crescente na in-

flexao das curvas e mais de um ponto de inflexdoc, o que su-
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gere uma diminuicdo da forga acida e um comportamento seme-
lhante a acidos poliproticos (OHLWEILER, 197u4).

Além dos perfis das curvas obtidas, houve uma dimi-
nuicao no ponto isoelétrico quando comparado ¢ material an-
tes de germinar e com 72 horas de embebicac para a germina-
gao, com uma diminuicdc acentuada para as células do paren-
quima da radicula e portanto, uma liberacdc de radicais aci-
dicos durante a germinacgao.

0s valores de area e volume dos  corpos proteicos
foram maiores que os obtidos por CRAIG (1878) para Pisum
sativum (~1 pm de diametro em sementes maduras), ficando ao
redor de diametros com 4 pm/corpo proteico, o que esta de
acordo com os valores encontrados anteriormente em §. max.

Un reforgo para a presenga de um envéltério nos
corpos proteicos foi dado pelas areas calculadas para azul
de toluidina (13,4 qu ou seja, diametro = 4,1 pm) que foram
ligeiramente maiores do que aqueles calculados com xylidine
Ponceau (10,9 me ou seja, diametro = 3,7 pm). E de se es-
perar, pela natureza desses corantes, que XP se lipgue fraca
mente as regices de membrana e parede, justificando assim um
resultado um pouco inferior ao obtido com AT. Assim, pelos
dados obtidos, poderiamos supor a principio, que a cama-
da que envolve os corpos proteicos apresentou uma espessura
entre 0,2 e 0,3 um.

Os resultados das dosagens de proteinas, revelarém,
como esperado (BEWLEY & BLACK, 1978), um decréscimo do con -
teldo proteico ao nivel do cotileédone e um aumento nesse
contelido no embrido. Entretanto, se considerarmos as quanti-

dades de proteina/célula e naoc da radicula como um todo, es-
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ses valores decrescem do tempo zero para 144 horas de embe-
bicao, confirmando assim os resultados obtidos nas medicoes
das absorbancias "in situ" do material proteico corado com
XP.

Nas eletroforeses, as semelhancas observadas entre
cotilédones e embrides, denotam a existencia de material pro
teico similar nesses Orgdos. Durante a germinacao, cotilédo-
nes apos 6 dias de embebigdo (Fig.u5, CT6) deixam de apre
sentar as bandas n? 9 e 10, possivelmente devido a deprada-
cao de proteinas durante o processo de germinacdo,sem entre-
tanto rejeitar a hipotese, menos provivel, das mesmas perma-
necerem agregadas a outras proteinas.

Como a quantidade de proteinas utilizadas para as
fragoes de cotilédones foi a mesma, o fato da banda n® 10
nao aparecer apds 6 dias, ou aparecer com pequena intensidade
no tempo zero, pode ser devido a maior quantidade dessa fra-
gao em relagdo ao total da amostra para a fracio rica em
lectinas.

As diferencas notadas nos dois tempos da fracao ri-
ca em lectinas podem indicar mudangas de agregacao dessa fra
gao durante o processo da germinacio.

Os testes de aglutinacac levados a efeito, demons-
traram o poder aglutinante existente nas fracoes proteicas
obtidas, devido a presenca de lectinas nos mesmos. Nas cbser
vagoes "in situ" os resultados foram significativamente me-
nores, sugerindo um comprometimento dos sitios de ligacao
das lectinas, com os demais materiais presentes no cotilé-

done.
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4.3.2. Radicais anionicos totais:

Além das evidencias apontadas no material corado
pela Hematoxilina, a utilizac¢do do azul de toluidina a pH
4,0 foi de grande valia para a detecgdo de grupos anionicos
totais.

0 azul de toluidina & um corante basico portador de

- + o4 - .
radicals —NH3 livres em sua molecula, ligando-se portanto a

grupos anionicos existentes no substrato conforme o pH utili
zado, destacando-se grupos fosfato (-PO, ), carboxila(-C00 )
e sulfato (“SO3") e que apresenta metacromasia como a maio-
ria dos corantes basicos (VIDAL, 1977; KIERNAN, 1981).

0 aspecto globular dos corpos proteicos foi salien-
tado pelo corante, que se ligou eletrostaticamente ao mate-
rial anionico existente ac nivel do envoltorio desses cor-
pos.

Nas paredes celulares, a presenga de radicais nega-
tivos, possibilitou a ligagdo do corante e o aumentc encon-
trade na metacromasia, indica uma gradativa liberagao de
grupamentos basGfilos e ordenados durante a germinaciac, pos-
sibilitando um maior empilhamento das moléculas do corante e
consequente diminuicdao no seu pico de absorgao quando ligado
ao material "in situ". Assim, pode~se concluir, pelos re-
sultados obtidos (para auxilio vide Tabela 4), que devido
ao aumento do I.M. em fungdo do tempo, a liberacao de sitios
negativos pelo material de parede pode estar associado a
transferéncia de substdncias de célula a celula durante o

processo da germinagao.
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A.partir do tempo zero, as paredes de CDVA e CRE
gradativamente aumentam seu I.M., atingindo, apos 72 horas,
valores semelhantes as paredes das células adjacentes a va-
sos (CAV), que até entdo, se mantinham constantes (Tabela
). Cof o avango do processo da germinagac, come¢a a haver
um distanciamento dos valores obtidos para as células dis-
tantes de vasos dos demais, sugerindo gue um aumento no I.M.

pode estar associado a um desarranjo na estrutura da parede,

fato esse, posteriormente salientado nas curvas de birre-
fringencia de forma. Além disso, uma maior polarizabilidade
ao nivel de parede poderia auxiliar no transporte do mate-
rial de reserva das CDV até as CR.

Azul de alcian, corante basico de estrutura nao to-
talmente conhecida, mas possuidor de quatro grupos tetrame-
tilisotiuronico (SCOTT, 1972) tem sido utilizado para detec-
¢oes de anions diferenciadamente em pH 2,5 (anions carboxila
e sulfato) ou a pH 1,0 (sulfatos) presentes em polissacari-
deos acidos em tecidos animais (PEARSE, 1861, SCOTT, 1970
VIDAL, 1977) e no presente caso, ao nivel de parede. 0 teor
de glicosaminoglicanas acidas totais se mantém mais ou me-
nos coenstante durante a germinagéo, exceto para as células
distantes de vasos (CDVA) e para as células da radicula apos

.
72 horas (CRB72), reforgando a idéia de haverem alteragoes
drasticas nas paredes nesses locais e tempos, associados ao
processo da germinagdo com uma tendencia a estabilizagao, a
medida que a radicula se desenvolve (CRBI44). O conteudo de

GAGA sulfatadas € mais constante, havendo diferengas apenas

an nivel da radicula, durante a germinagao (Tabela 9).
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4.4. CURVAS DE BIRREFRINGENCIA DE FORMA:

Un meio de detectar variagdes na organizagao mole-
cular e estados agregacionais em complexos de biopolimeros
"in situ", tem sido a analise das curvas de birrefringencia
de forma (CBF) desses complexos (MELLO et alii, 1975; VIDAL,
19643 1980; VIDAL et alii, 1975). Os conceitos basicos e a

metodologia usada sao os descritos por FREY-WISSLING e

SCHIMIDT & KELL (VIDAL, 1982) e baseiam-se na equagao de
WIENNER. Tal equacao foi deduzida a partir de sistemas colol
dais em condicoes especiais e portanto, sua adequacao ao es-
tudo de materiais bioldgicos "in situ" tem sido questionada
(VIDAL, 1980b). Ainda assim, o uso de CBIF tem servido para
ampliar os conhecimentos a nivel de organizagao molecu-
lar, contendo inumeras informac¢oes a esse respeito e ao esta
do de agregacao das diversas substancias formadoras de biopo
1imeros complexos como os feixes de coldgeno,por exemplo.
Nas CBF, temos dois fatores que merecem uma atengao
especial: primeiramente, a birrefringencia intrinseca, que
se refere as interacoes entre um dado biopolimero que apre-
sente certa ordem molecular, com o feixe'de luz polarizada
que incide sobre o mesmo. Essa medida, se refere a organiza
cao intrinseca do material, como apropriadamente e substanti
vada e independe do meio de embebicao em gque o material se

encontra. 0 segundo fator, denominado birrefringencia textu
ral, se refere aos efeitos da interagao do material com  um
dado meio e o feixe de luz polarizada, refletindo, via de re
gra, em acréscimo a birrefrimgéncia intrinseca causado por um

dado meio.
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Os avangos nos estudos das CBF de tecidos animais
nao tiveram o correspondente acompanhamento em tecidos vege-
tais, nada existindo de similar ao que se tem conseguido com
os primeiros.

Os estudos da composigao quimica das paredes celu-
lares primarias de vegetais tem revelado a presenca de apro-

ximadamente 30% de celulose, 60% de hemiceluloses e Susbstag

cias pécticas e 10% de proteinas e lipidios em termos de pe-

so seco, e aproximadamente 12% de celulose, 60% de agua e
24% de hemiceluloses e substancias pécticas em termos de pe-
so fresco. O conteldo relativo de celulose na composigao das
paredes secundarias chega a atingir mais de duas vezes sua
participacdo nas paredes primarias (CHAMBAT et alii, 1984;
FREY-WISSLING & MUHLETHALER, 1965; SELVENDRAN, 1875; SELVEN-
DRAN et alii, 1975).

No presente trabalho, a forte birrefringencia de
cor branco de 19 ordem apresentada pelas paredes celulares ,
confirma os resultados existentes a respeito, denotando um
arranjo molecular ordenado das substancias formadoras da

mesma.

0 material celuldsico se distribui paralelamente ao
sentido longitudinal das paredes, uma vez que é notada birre
fringéncia maxima quando o material se encontra a 45° ou a
135° em relagac ao azimute da luz polarizada e tem um ponto
de extingio a 0° ou a 90°. As hemiceluloses e substancias péc
ticas, pelo menos em parte, se encontram dispostas na parede
na mesma diregao das fibras celulésicas, pois ha um aumento
no porcentual da birrefringencia intrinseca de paredes em re

lacao a celulose pura.
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Os biopolimeros formadores da parede, apresentam bir
refringéncia positiva, ou seja, com o uso de compensador de
quartzo, na posigaoc em que o material se encontra com seu ei-
xo paralelo & diregdo gama do compensador, hid somatdria  dos
retardos Opticos e a cor visualizada é o azul de 29 ordem.
Quando o eixo do material se encontra perpendicular, hd sub-
tragao dos retardos e a cor visualizada & o amarelo de 19 or=-

dem (BARTELS, 19663 BENETT, 1967; CLARKE & GRAINGER, 1971).

A curva de birrefringencia de forma obtida para a
celulose pura apresentou-se mais regular que a dos demais
materiais analisados, denotando um papel decisivo das hemice-
iuloses e substdnclas pecticas no arranjo macromolecular
das paredes, modificando em alguns aspectos o perfil da CBF.
Entretanto, apesar de nao se notar na celulose um aumento no
retardo entre os indices de refracio 1,357 e 1,392, hia nesse
intervalo uma menor diminuigdo em relacdo aos demais (Fig.
41) sugerindo que esse comportamento da celulose pura seja
apenas acentuado quando de sua complexacdo com os demais
componentes da parede.

A partir do menor retardo obtido para a celulose
pura e sabendo-se a espessura do corte, pode ser calculada
sua birrefringencia intrinseca cujo valor encontrade foi de
B = 0,00467, proximo portanto ao das fibras colagénicas (VI-
DAL, 1964),

Os diversos meios de embebicdo tém maior influencia
sobre o estado de agregacdo e organizagdo molecular da celu-
lose pura wuma vez que para iguais variagbes nos Indices de
refragao, houve maior alteragdo nos retardos opticos  desse

material. A organizacdo molecular da celulose nas paredes e
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bastante influenciada pelas suas demais substancias consti=
tuintes, fazendo com que os meios de embebigao aquosos (ex-
cegao feita a dgua pura) alterem menos os valores dos retar-
dos Opticos, comparativamente & celulose pura.

A comparacac dos perfis das curvas obtidas para o
material antes da germinagao {cotilédones e radiculas do em-

briac) apresentou grande semelhanca, exceto quando o meio de

embebicao foi a agua. Isto pode ser explicado pelo fato das

celulas cotiledonares terem grande afinidade pela mesma, de-
vido ao seu papel fisioldgico no processo da germinagac. As
paredes das células cotiledonares no tempo zero apresentam
uma birrefringencia de forma maior, demonstrando um grau su-
perior de compactagao e orientagao das macromoléculas que as
compoem, em relacac as paredes celulares dos demais locais e
tempos analisados.

A birrefringencia intrinseca correspondeu a 68,9%
da birrefringéncia de forma midxima (maiores retardos Opti-
cos) no caso das células cotiledonares em CDVA e 56,8% no
casO das células da radicula do embriao (CRE), confirmando
um grau superior de cristalinidade das celulas cotiledona-
res. No material germinado, esses valores decrescem bastan-
te, atingindo 39,3% em CDVB1lulW e 35,7% em CRBLUU, valores
bastante proximos ao obtido para a celulose pura (34%,9%).
Tal fato, que representa um grau de orientacdoc inferior em

relagao as células antes da germinacao, pode estar rela-
cionado a acao de inumeras celulases e outras enzimas hidro-
liticas responsdveis por alteragoes nas paredes dos cotilé-

dones para a mobilizacao do material de reserva e, no caso

da radicula, responsaveis pela digestaoc e posterior sintese
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da parede para o crescimento da radicula por elonpagao ou por
divisao celular.

Um fato que nos chamou a atengao, foi a maior irre-
gularidade das CBF (Fig.43) para o material apos 72 horas de
embebicao para a germinagao, o que sugere um estado de ati-
vagao para as paredes, posteriormente estabilizado em niveis.

organizacionais menores (144 horas de embebigac). Outro fa-
tor relevante, foi a comparagao das birrefringencias intrin-

secas dos diversos locais e tempos analisados (Fig.4l4), de
tal forma que nas células adjacentes a vasos (CAV), os valo-
res foram iguais nos tres tempos medidos, o© que demonstra
estarem as paredes desses locals, num estado organizacional
semelhante. Nas células distantes de vasos (CDV), pode ser
encontrada uma diminuicao da birrefringencia intrinseca em
fungao do tempo, ou seja: durante o processo da germinacao
houve uma diminuicao da ordem molecular das paredes de celu-
las cotiledonares distantes de vasos.

0 nujol & um Sleo com Indice de refragdo 1,479 e por
tanto préximo ao do glicerol purc (1,472). Entretanto, por
se tratar de molécula hidrofdbica, normalmente provoca uma
retracao do material birrefringente quando o mesmo é hidro-
filico, aumentando de forma inequivoca a birrefringencia do
material. Esse fendomeno é notado em fibras colagenicas (VI-
DAL, 1977, 1979) e também se manifestou ao nivel das paredes
celulares. Essa retragio causada pelo &leo foi mais intensa
nas celulas distantes de vasos no tempo zero, que estao num
estado conformacional que apresenta grande afinidade pela

agua.
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4.4, Consideracoes finais:

Foi utilizada a analise de varidncia com dois fato
res para as comparagoes efetuadas em material corado com Xy
lidine Ponceau e azul de toluidina, peis os dados obtidos
para cortes submetidos a esses metodos, apresentavam a prin
cipio, os fatores posicdo e tempo como variaveis indistinta
mente importantes para a analise do processo de germinagao
"in situ". Com azul de alcian, a inclusdo do pH como uma
terceira variavel importante, nos levou & realizagdo de ani
lise multifatorial da variancia, para a determinacdo, atra-
vés do teste de Tukey, dos valores cuja diferenca se apre-
sentasse com nivel de 1% de probabilidade, normalmente acei
to nos trabalhos biolégicos em geral. As transformacoes uti
lizadas para cada método, distintas entre si, foram determi
nadas aleatoriamente a partir do pressuposto bdsico para a
analise de varidncia, ou seja: a independencia entre o cres
cimento das medias encontradas e seus desvios padraoc ou va-
riancias correspondentes (BOX, 1976) n3o apresentando por-
tanto, uma formula pré-determinada para seu cilculo, exceto
0 fato de se determinar valores relativamente constantes da
variancia para quaisquer valores obtidos a partir da
populagao amostrada. A relativa estabilizacdo nesses va-
lores, pode nao ter sido ideal mas apresentou-se satisfato-
ria, como demonstram as Fig. 16, 21 e 24 do presente traba-
lho. Ainda assim, foram mantidos os dados originais obtidos
para esses métodos e esses dados sofreram o mesmo tratamen-
to estatistico dos valores transformados, demonstrando em

sua grande maioria, uma manutengao das semelhancas e dife -
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rengas obtidas. Nao temos a pretensao de questionar o proce
dimento apontado por BOX (1976), tanto que, ao nos referir-
mos as quantificacdes realizadas, sempre o fizemos aos valo
res apos a transformacdo utilizada.

A aplicagao de metodologia normalmente usada para
tecidos animais, se mostrou adequada, a partir do fato que

tais metodos nao sao especificos para determinado substrato
bioldgico, mas atuam no mesmo atraves de ligagGes quimicas

e portanto, sao dependentes da estrutura molecular apresen-
tada pelo material e nao ac Reino a que o mesmo pertence.
Finalmente, longe de tentarmos apresentar um "pro-
duto acabado" para o processo da germinagao, o presente tra
balho visou, a partir da utilizagdo de diversas técnicas,
contribuir para um aumento no volume de informagoes existen
tes a respeito desse processo em leguminosas, usando para

isso sementes de 6. max.
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5. CONCLUSOES:

Embora sem significado citoquimico, a coloracao de semen-

tes de Glycine max pela hematoxilina-eosina, permite uma

visualizagao geral de sua morfologia, de extrema valia.

O material proteico de G. max & bem demonstrado pelo xy-

lidine Ponceau. Estd presente nos corpos proteicos, nos

vasos, radicula e, fica claro mesmo a nivel morfologico ,
que ha um processo de mobilizacdo desse material do coti-

lédone para o embrido durante a germinacao.

As digestoes enzimaticas permitem a afirmagdo de que o ma

terial corado pelo XP, € proteina.

As diversas proteinas dos corpos proteicos se encontran
altamente agregadas e nesse estado, as lectinas perdem

muito seu poder de atividade aglutinante.

Os dados absorciométricos obtidos a partir da coloragao
pelo XP permitiram tragar um perfil de mobilizacac do ma-
terial proteico das células distantes de vasos até o inte
rior do sistema vascular do cotiledone e deste para a ra-
dicula do embridao, nos tempos de germinacac analisados no

presente trabalho.

A presenga de material proteico corado no interior dos
vasos sugere a mobilizagao de pelo menos algum material
proteico na forma de polipeptideos, uma vez que os métodos
utilizados nao evidenciam amino acidos, que se solubili-

zam durante o processamento de inclusao do mesmo.
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No envoltério dos corpos proteicos e nas paredes celulares
ha um grande n mero de radicais anidnicos. Esse numero,nas
paredes, aumenta durante o processo da germinagao, do tem-
po zero até o 69 dia e tal fato € evidenciado pelas deter-

minagdes do indice metacromatico do material.

As paredes celulares, de forma geral, apresentam uma dimi-

nuicdo em seu estado de cristalinidade e de agregacao du-

rante o processo de germinacao,

Nas células adjacentes ao sistema vascular do cotiledone,
o estado de cristalinidade se mantém constante durante a
germinacac e apresenta valores inferiores ao das demais re

gioes.

As diminuigdes na ordem molecular apontadas nos itens 8 e
9, reforcam a idéia de um processo de mobilizagao de pro-
teinas na germinagdo, pois as alteragdes sofridas  modifi
cam a fluidez ao nivel dessas regibes, facilitando a passa

gem do material em transito do cotiledone para o embriao.
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6. RESUMO:

Com o objetivo de estudar as diversas alteragoes no

conteQdo proteico em sementes de Glycine max durante o pro-

cesso de germinagao, foram realizadas no presente trabalho, u
ma série de técnicas gerais e citoquimicas para a deteccao"in

situ" dos corpos proteicos dessa leguminosa, constatando-se a

presenca dos mesmos nas celulas cotiledonares a partir da co-
loragao pela hematoxilina-eosina, impregnacao pela prata e co
loragao com xylidine Ponceau (XP). A quantificacao do contel-
do proteico foi realizada através de medigGes absorciometricas
do material corado pelo XP em diversos tempos e posigoes, in-
dicando uma mobilizagdo do material de reserva das células dis
tantes do sistema vascular, para o interior dos vasos e des-
tes, para a radicula do embrido. Os corpos proteicos apresen-
taram-se delimitados por membrana, evidenciada pelo azul de
toluidina (AT), devido a presenca de material basofilc nesse
local. As paredes celulares dos cotilédones e radiculas foram
coradas pelo AT, apresentando-se metacromaticas. Durante o
processo de germinagao, houve um aumento no indice metacroma-
tico do material corado, indicando uma liberacdo de radicais
negativos. A nivel de organizacdo molecular, fol constatada u
ma diminuigdo no estado de cristalinidade e de agregaciao das
paredes durante a germinagdo e uma variacdo no conteddo de

glicosaminoglicanas nos diversos locais analisados. As lecti-

nas presentes na semente de soja, encontram-se agregadas com
o material proteico, de forma a perderem seu poder aglutinan-

te no material "in situ".
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7 ABSTRACT:

Seeking to study the various changes in the protein

content in seeds of Glycine max during germination, a series

of general and cytochemical techniques was performed in order

to study the protein bodies of this legume "in situ",verifing

the presence of these bodies in the cotyledon  cells by

hematoxilin-eosin and xylidine-Ponceau stains  and silver
impregnation. The quantification of protein was made by
absorption measurements of the specimens stained with XP at
various times and positions, indicating a mobilization of the
reserve material of the cells far from the vascular system,
to the interior of this system and then to the radicle of the
embryo. The protein bodies were found to be surrounded by a
membrane, evidenced by toluidine blue (TB), due to the
presence of basophilic material in this area. The cell walls
of the cotyledon and radicle were stained by the TB,displaying
metachromasy. During germination there was an increase
in the metachromatic ~ index of the stained substrate,
indicating a decrease of negative radicals. In relation to
the molecular organization there was a decrease in the
cristalinity and agregation of the cell walls during
germination along with a variation in the glycosaminoglycans
content in the various areas analysed. The lectins present in
the soybean seed are associated with the proteic material,
thus losing their agglutinating properties in the " in situ "

material
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