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1. INTRODUÇÃO

A grande maioria dos estudos que utilizam a radiação ioni
zante e substâncias protetoras como instrumento de pesquisa, tem-se 
centrado em organismos como fungos, bactérias e animais, enquanto 

.. em plantas superiores pouca coisa tem sido realizada, a nao ser a-
quêles estu·dos voltados aos aspectos de proteção contra quebras cro 
mossÔmicas, fertilidade, herdabilidade, frequência de mutações e -
crescimento. N�les não se nota a preocupação com a interferência da 
irradiação sÔbre os mecanismos fenogenéticos, que de alguma maneira 
bloqueia reações essenciais responsáveis pela expressão fenotipica 
característica do vegetal. O efeito da ação indireta da radiação -

.. - � no caso de sementes em germinaçao podem envolver alteraçoes em sin-

tese de RNA, proteínas, enzimas, hormônios, pigmentos, etc., cujos 
estudos podem auxiliar na elucidação de muitos aspectos de regula-
ção metabólica, mormente aquêles dependentes da ação enzimática. 

As informações a respeito das consequências da inativação 
ou ativação de enzimas, são de grande importância para se estabele
cer procedimentos de contrÔle da sensibilização ou proteção de enzi 
mas, levando a um melhor entendimento de processos que conduzem à -
regulação metabólica. 

Muitos trabalhos têm sido realizado usando enzimas em soll:!:, 

ção, principalmente com as erizimas-SH� obtendo.se informações a re_!!. 
peito das alterações (metabólicas) que a perda de atividade enzimá
tica por irradiação pode causar, e como os compostos sulfidrÍlicos 
podem protegê""llos-. Porém, em plantas durante per!odos- e.'l:Ultos após 
trradiação das sementes, a literatura não menciona estudos� 

,. . , ,

Vários pes-q,uisadores que estudaram a presença de radicais 
livres em sementes após irradiação, têm relatado que os me.amos po
dem se aeumular nas sementes por vários dias, principalmente nos e!_ 
briÕes (CONGER e RANDOLPH, 1959); e ZIMMER et al. citados por HABER 

-·-

(1961); e CALDECOTT (1961), provocando injúrias fisiológicas na re�
.., çao com o meio celular. 

Sabe-se, por outro lado, que enzimas como peroxidase estão 

relacionadas com a diferenciação celular (MULLER 1969), e que pero
xidase alêm de estar estritamente envolvida com tiÓis no sistema pe 
roxidase/H2o2 (RANDALL 1946}, há relação entre o n!vel desta i:mz-i.ma
com o eontrÔle genético da morfologia da planta:,(MATHAN e COLE 1964) 
e MULLER (1969). 



Com base nestas informações, desenvolvemos o presente tra

balho, planejado com o objetivo de verificar a influência de duas 

doses de radiação em presença e ausência de oisteina na atividade -

enzimática de peroxidase, conteúdo de prote!nas solúveis e no cres

cimento do caule de plantas de ervilha desenvolvidas durante três 

dias após a irradiação das sementes. 



2 e REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Mecanismos de Prote2ão envolvendo compostos sulfidrÍlicos 

Baseando-se em pesquisas radioquÍmicas com sistemas qu!ini
oos puros, DALE, 1940 (ELDJARN,1965), pràticamente inaugurou um me
canismo ou conceito de proteção qu!mica, conhec-ido hoje sob o nome 
de "Hipótese do Radical Scavenger". Interpretava o fenômeno como -
competição entre dois solutos pela âgua "ativada". tste efeito foi 
ressaltando nos trabalhos de ELDJARN tl &• (1956) quando verifica
ram que "in vitro" a concentração de cisteamina, que podia capturar 
radicais livres em competição com a cisteamina do sôro humano, era 
de 1 x 103M; essa concentração era próxima daquela obtida 11in vivo•i 

tsses autores não foram os pioneiros em verificar a ação protetora 
de compostos sulfidrÍlicos contra radiação, pois antes dêles vários 
pesquisadores trabalhando com enzimas sulfidrÍlicas de- ratos sob a 
ação de raios x e glutatione já haviam sugerido tal proteção (veja
-se FORSSBERG 1953, ELDJARN e PIHL 1960, e GOUTIER e BACQ, 1963)� !!_ 
tilizando glutatione, MIKAELSEN (1952); cisteina FORSSBERG e NYBON, 
(1953), MIKAELSEN (1954) e RILEY (1957); AET (aminoetilisotiouronio) 
cisteina e cisteamina DALEN e OFTEBRO (1963); cisteina, cisteamina, 
e cistamina MIKAELSEN e PEDERSEN (1968), mostraram o efeito prote-
tor dêstes compostos contra aberrações e quebras cromossômicas pro
vocadas pela radiação. Por outro lado, YAMAGUCHI (1962) .e ANDO ... 
(1971) trabalhando com sementes de arroz e fazendo tratamento com 
cisteina após irradiação, conseguiram recuperaç.ão de certos c-aract2., 
res como fertilidade e altura das plantas. Também foi verifieado -
que células de rato (PATT tltl•, 1949), e células vegetais (ARYA e 

HILDEBRANDT, 1969) podiam ser protegidas contra a radiação e manter 
a capacidade de divisão celular quando em presença respectivamente 
de cisteina e AET (aminoetilisotiouronio). 

Outros pesquisadores, como BACQ e ALEXANDER. (1.964) têm ob-
... ... ,. servado Vlin vivo 11 a proteçao por estes compostos atraves de muda!!,

ças fisiológicas em que cisteina, cisteamina e glutatione podem al
terar mitocondria e proteínas durante a proteção celular, contra a 
radiaçãoA Também NAGY et al. (1968) verificaram que, por processo 

--

semelhante, a cisteina diminui a radiosensitividade em!• Coli. 

LIBBY tl &e (1961) constataram que cisteamina impede a 
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formação de radicais em albumina do soro-bovina enquanto ORMttlROD e 

ALEXANDER (1962) observaram que nucleoproteinas sofrem reparo do d� 

no causado pela radiação. As mesmas observações foram feitas por 

PIHL e SAMMER (1963) e HENRIKSEN et &• (1963) para protefnas. Sub�

tâncias como AET (Aminoetilisotiouronio) e G-ED (Dissulfeto 2-guani

cÍ'�etil) têni mostrado serem eficientes em evitar os efeitos da radi�

ção contra proteínas-SR (KOLMAN, tl &•, 1967). Outros pesquisado

res (HUTCHINSON, 1968, BUTLER e ROBINS, 1962 e HANDY et tl•, 1969)-

demonstraram que cisteina pode proteger a atividade de certas 

mas sulfidrilicas. 

enzi 

Outro fator, que tem sido motivo de muitas pesquisas em ra 
-

diobiologia, é a presença ou ausência de oxig�nio na ação da radia

ção sÔbre células. A radiação� interferindo com o sistema de oxi

-reduçâo celular, forma agentes de vida efêmera como OH-, H02,H2o2,

reduzindo o oxigênio molecular. A formação de radicais letais é f,2-_ 

vorecida pela presença do oxigênio (FORSSBERG- 1953), e segundo ALPER 

(1960), diminuindo a tensão do oxigênio, aumenta-se a resistência -

da célula à radiação. Por outro lado -K�LMARK (1965) estudando o e

feito da radiação em fungos, mostrou que condições de anoxia prote-
, N , geram conideos de eurospora crassa, sem recorrer a protetores qui-

mices; também YAMAGUCHI (1962) observou que em condições de anoxia

a cisteina ê mais eficiente contra o efeito das radiações, enquanto

SCHWARTZ e RICHARDSON (1967), usando cisteamina, verificaram que o

efeito protetor em bactérias e levedura não dependia inteiramente -

da presença ou ausência de oxigênio. Contràriamente GRAY (19.56) -

(cf. ELDJARN e PIHL, 1960), obteve.evidências de que cisteina age• 

como protetor porque provocou anoxia num meio com células vegetais 

em suspensão, removendo o oxigênio por oxidação. Porém MIKAELSEN -

(1968) e MIKAELSEN e PEDERSEN (1968) e AHNSTROM e MIKAELSEN (1965), 

trabalhando com cisteina, cistamina e cisteamina, e quebras cromos• 

sÔmicas provocadas por r.adiação em raízes vegetais, concluiram que 

o oxigênio pode reagir com os produtos iniciais das lesões e impe-

dir 

com 

com 

reparos, e que os compostos sulfidr{licos podem competir 

o2 por radicais, reparando a molécula injuriada antes que reaja
. " 

. ox1gen10. 

Esta via de proteção é comumente incluida na "Teoria do R.,2_ 

paro de Moléculas Vitais Ativadas 11
, proposta por CHARLESBY e ALEJC.A!i 



DER (1965) (cf. ELDJ.ARN e ALEXANDER, 1966), e mais tarde comprovada 

por HENRIKSEN tltl•, (1963) através do processo "electron spin re

sonance11 (ESR), reações de transferência de hidrogênio, esclarecen

do que há um intervalo de tempo definido antes que os radica.is "ta!, 

get" se tornem estáveis por reações intra.moleculares ou interações 

com o meio. Êste intervalo entre a excitação da molécula, e a ocor

rência da estabilização (destrutiva) é chamada 11methionic phase•t-,na 

qual os compostos· sulfifu:-Íli�.o� exerc�riam ação �rot�tora, evitando 

dano molecular antes·que a reação revers:fvel ocorra). 

nas 

cias 

çao. 

Além da competição oxigênio/compostos - SH, ocorre ainda� 

células competição entre moléculas de água, oxigênio, e substâ!!_

sulfidrÍlicas pela reação com os radicais induzidos pela radia 
-

(KAMRA, et al. 1960a, 1960b e NILAN et al., 1961). ---... --

, , , . O conteudo de agua nas sementes e fator de importanoia nos 

efeitos radiobiolÓgicos, além do oxigênio. Pesquisas nêsse sentido 

têm mostrado as interrelaçÕes entre umidade e desenvolvimento de e

feitos posteriores em sementes irradiadas. NYBON tl &•, (1952), 

EBRENBERG et al. (1954) (in NYLAN, 1961), e PATT et al. (1953) veri
-- -- �

ficaram que a radioresistência em sementes diminui com o aumento do 

seu conteúdo aquoso, mas não levaram em conta o efeito do oxigênio

além dos efeitos provocados pela radiação. Porém CURTIS (1958), e 

CALDECOTT tl &• (1957) verificaram que sementes sêcas com 4 a 5% -

do conteúdo de água se tornaram mais radiosens:fveis que aquelas co� 

tendo 6 a 20%, quando hidratadas em presença de oxigênio apôs a ir

radiação, interpretando-se que nos n:fveis 6-20% há água suficiente 

na semente para facilitar a hidratação dos radicais livres e inter

vir na ação do oxigênio, enquanto em n!veis de 4-5% de conteúdo de 

água, embora haja água necessária para dissolver o oxigênio nas cé

lulas, não ocorrem radicais suficientemente hidratados, ficando os 

mesmos disponíveis para a reação com o oxigênio provocando danos.• 

Dessa maneira, em sementes com alto teor de água (6-20%), o oxigênio 

está presente durante a irradiação, levando a efeitos fàcilmente o!?,_ 

serváveis, enquanto em sementes muito sêcas (abaixo de 3%) o efeito 

do oxigênio não se manifesta por não haver água para aua difusão;os 

radicais livres ficam então em "estado sólido", até que pela hidra

tação da semente na presença de oxigênio ocorra a reação o
2 

--radi

cais e efeitos injuriosos (NILAN tl &.,1961). 
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Dêsse modo, nas sementes que sofrem ação das radiações io
nizantes há competição entre as moléculas de água, oxigênio, e subs

-

tâneia sulfidrilica pela reação com os radicais induzidos. Os com-

postos -SH e água impedem o dano biológico pela irradiação (devido 

a formação de combinações estabili�adoras), enquanto o oxigênio au

menta. a".irij�ria celular. 
.. Outra importante prova de que os compostos SH sao radiopr.2, 

tetores foi dada pelos trabalhos de KAMRA tltl.•, (1960a) e KÁMRA 

!!, &• (1960b), mostrando que sementes embebidas por longos per!o-

dos são muito injuriadas pela radiação, sugerindo assim acontecer -

devido à lavagem de compostos -SH e aminoácidos sofrida pela semen

te, além do aumento da concorrência. pelo oxigênio. Ao lado de tô

das as vias de ação dos radioprotetores sulfidr!licos anteriormente 

discutidos, está a hipótese do "bissulfeto misto" proposta por -
ELDJARN and PIHL (1960). Segundo essa hipótese, apos a irradiação, 

grupos-SH e -SS das proteínas do meio celular são afetados e se con 
-

vertem à forma de "dissulfeto misto" na presença de agentes protet,2. 

res sulfidrÍlicos ou dissulfÍdicos, como cisteamina (CSH) e cistam,ã:. 
na (CSSC), forma particular de concentração dissulfÍdiea que daria 

à estrutura química das moléculas do meio, uma capacidade d� prote

ção "in vivo". Porém, segundo observações in BACQ e ALEXANDER -

(1966a) em condições "in vitro", os protetores SH têm.,,se mostrado 

excelentes removedores de radicais, reparadores por transferência -
, - ... de H, protegendo DNA e proteinas que nao apresentrun grupo -SS e -sH. 

Essas observações são confirmadas por GINSBERG e WESTER (1969) para 
DNAo 

2.2. Influência da. radiação na atividade de peroxidase e prote�-

nas 

,.. 

A literatura não apresenta específicamente dados sÔbre a -

influencia da radiação na atividade de peroxidase em plantas, parti 

cularmente no que se refere a sementes ou 11seedlings" irradiados.P.2,_ 

rém, de maneira geral a inativação de moléculas biológicas, como a 

atividade de uma enzima, pelas radiações ionizantes pode ser conse

guida: 

a. por alterações provocadas por absorção de energia pela própria
molécula que se torna excitada ou ionizada (ação direta), ou



b. recebendo energia por t�ansferência através de outras
las (ação indireta).

: ., molecu-

A energia absorvida por constituintes do meio oelula�, como a água, 
.. .. pode levar a formaçao de radica.is reativos que interagem com os com 

-

postos celulares. 

A contribuição dêste dois mecanismos ao dano celular está 
... , . � , ligada nao so ao tipo de proteina como tambem a sua geometria de po 

-

sição na célula e ambient.e microscópio (SANNER e P:tHL, 1969); HUT-
CHINSON, 1968). A. ação dire.ta das radiações ionizantes têm sido es 

-

tudada princ.ipalmente por POLLARD il &• (1955) os quais através de 
preparações enzimáticas em estado sêco, acompanharam a atividade ea. 

zimática após írradiações sem interferência dos efeitos da ação in
direta. Nestas condições, a perda da atividade biológica das enzi
mas, está relacionada oom ruptura de pontes de hidrogênio, quebras 
de molecuJ.as, as quais podem novamente se unir ou se dissociar em� 
nidades menores ou ser fragmentadas por cisão de ligagÕes polipepti 
dicas. Porém, relativamente pouco se conhece sÔbre o dano espec!fi 
oo responsável pela inativação de enzimas irradiadas em estado sêco 
(SANNER e PIHL, 1969). 

BACQ e ALEXANDER (1966a), SANNER e PIHL (1969) e HUCTCHIN
SON (1968) afirmam que a inativação de enzimas, seja no estado sêco 
ou em solução, é em grande número, e seria desnecessário citá-las,
uma vez que são enzimas não correlatas com aquela de nosso trabalho. 
Podemos generalizar entretanto que do ponto de vista da inativação 
de enzimas em soluções aquosas, considera-se que os radicais OH- p� 
recem ser os mais envolvidos, e que a maioria das alterações que 12,_ 
vam às inativaçÕes, como destruição do lugar ativo, desnaturação,ou 
ambos, estão associadas com mudanças na constante de MICKAELXS e 
MENTEN (SANNER e PIHL, 1969). Podemos pois acrescentar que conse
quentemente poderia resultar efeitos em sistemas enzimáticos respoa_ 
sáveis. pela coordenação do crescimento, como aquêles ligados a oxi
-redução, e inibição de hormônios como citaremos mais adiante. 

Quanto aos estudos referentes à análise de alteração do 
conteúdo de proteínas de 11seedlings" em desenvolvimento a partir de 
sementes irradiadas, não se tem muita informação bibliográfica. Al
guns casos esparsos como aquêle de JOSHI e LEDOUX (1970), que estu-
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dando o dano da radiação em "seedlings" com 8 dias de idade, verif!, 

caram que o conteúdo de proteínas é inversamente influenciado pela 

dose de radiação enquanto que MIKAELSEN (1967)(of. JOSHI e LEDOUX� 

1970) encontrou uma redução no conteúdo de DNA e s!ntese de prote!� 
nas em "seedlings" de cevada, de quatro dias de idade como resposta 

à irradiação de sementes por neutrons. 

'BAJAJ (1970) em experimentos realizados com oallus de 

Phaseolus vulgaris L. submetido a várias doses de radiação revela

ram que em baixas doses (0,5 Krad) o crescimento da cultura foi es

timulado como também o conteúdo de proteínas solúveis e RNA • .  Ainda 

afirma o mesmo autor que muitos autôres trabalhando com embriões 

não mostraram dados consistentes sÔbre o efeito da irradiação em -

DNA, proteínas e nitrog;nio, observando por outro lado, que todos 

encontraram seja diminuição muito pequena seja aumento no nível dê.§.

tes compostos .. 

Do ponto de vista de crescimento celular, CHERRY (1962) -

trabalhando com sementes de milho irradiadas com raios x, verificou 

inibição de divisão celular em ra!zes e aparentemente nenhum efeito 

na expansão celular, afirmando que o crescimento dos 11seedlings 11

foi devido primàriamente à expansão de células pré-existentes no em, 

brião. Por outro lado� observou que as rafzes desenvolvidas após -

irr.adiação se tornaram mais grossas, e com maior .. número de células 
... por secçao transversal que as normais. 

2.3. Sensitividade, inativação e Eroteção 

A alteração intrínseca da radiosensitividade por modifi-
,.. � • r '

caçao qu1m1ca tem sido demonstrada em. enzimas sulf:i:drilicas onde a 

destruição de grupos SH conduz a inativação da enzima, ou à destru!, 

ção do sitio ativo. 

A intensidade desta inativação está ligada entretanto a 

sensitividade dos diferentes grupos SH que atacam os radie-ais da 

..

gua, e ao número de grupos sulfidr!licos que devem ser destruidos 

antes da inibição da atividade (como por exemplo papaina perde ati
vidade se um grupo SH é destruído, enquanto desidrogenase de 3 fos

fo-gliceraldeido exige destruição de três (SAMMER e PIHL, 1969)º Po 

rém, como já vimos em 2.1. ELDJARN e PmL (1960), revelam que exis-



te uma ação protetiva dos compostos qH em sistemas biolÕgicos, dev!_ 
do à formação de 11dissulfeto misto"º 

Os protetores sulfidr!licos apresentam certa universalida•
de de ação, mostra.ndo--se eficientes tanto "in vitro" comb "in vi
vo", e náo sà em enzimas sulfidrÍlicas. Cisteamina (GINOZÂ e NOR
MAN, 1957). ALEXANDER (1962), e cistéina (NAGY tl il•, 1968), pro
tegem DNA, e cisteamina JUNG (1967) (cf. SANNER e PIHL, 19�9) :prot�
ge ribonuclease, embora DNA e RNAse n�o contenham grupos SR. f co
nhecido também que albumina do sorobovina, embora tenha g�üpo SH t
> e bem protegida por cisteamina, e no entafito hão sa detectou liga-
ção - SS - (BACQ e ALEXANDER, 1961 e 1966b).

Além disso, muitas enzimas apresentam grupo prostético que
são essenciais para sua atividade, como é o caso de .catala.se, per2, 
xida.se, hemoglobina, .e ci tocromo que a.presentam como grupo prosté
tico estrutura do grupo porfirina., as quais podem ser alteradas por 
raios x em soluções aquosas (BACQ e ALEXANDER, 1966c). Radicais li
vres da água por exemplo, quando atingem o sitio ativo de enzimas -

como cata.la.se provocam inativação (SUTTON, 1956). 

Explicação definitiva para os processos que conduzem à re• 
cuperação ou reparo das macromoléculas pelos compostos SH, ainda 
não está bem escabelecida. 

2.4. Sementes e radicais livres 

Ê conhecido que a radiosensitividade de sementes atinge má 
-

ximos em altos teores (14-20%) e baixos teores (1-3%) de umidade, 
sendo mínima em níveis intermediários (NOTANI et al., 1962). Os 

--

trabalhos de ZIMMER d tl•, 1957 (cf. MALCOM il il•, 1961), e de -
CALDECOTT, 1961, e de OONGER e RANDOLPH, 1959, mostram que radicais 

livres foram detectados em embriões de sementes irradiadas, os -
quais podem persistir por vários dias. Por outro lado 9 �OM 

tl tl• , 'Cl 961), verificaram que 85% dos radicais livres originados 
pela radiação se encontravam nos embriões. 

Também verificou-se que sementes com conteúdo d'água de -
16% quando comparada com sementes de 4% mostravam maior exigência 
de oxigênio (CALDECOTT, 1954) demonstrando atividade metabólica al
ta, e consequentemente mais sujeitas à injuria pe1a radiação. A1iás 



NYBON tl&•, (1952) e EHRENB'.EfilG e NYBbN, (i954) (ct• AN�O, 1971)�

observaram que sementes com maiores teores de água são máis radio-

sens!veis, apresentando maiores danos fisiológicos após a irradia-

çao. 

Assim, pelo que já foi discutido em 2.1. sÔbre os mecanis

mos de proteção e ação de radiação no meio c.elular, podemos depree,!l 

der que os radicais formados como consequência da irradiação em em

briões, podem atuar sÔbre moléculas biologicamente ativas como pro

teínas ou reagirem com substâncias protetoras, ou H2o, ou ainda ori

ginando compostos secundários mais reativos, como peréxidos, em pr.2, 

sença de oxigênio. Sem dúvida, a consequênç,:i,a será a alteraç-lo da 

dinâmica metabólica normal do embrião em d.eàenvolvi�ento. 

2.5., Peroxidase e cisteina como compostos de importânoi.a biolo

gica 

A função e significância fisiológica das isoenzimas de pe

roxidases não são ainda conhecidas. Vários trabalhos se referem à

importância da peroxidase na ação dos hormônios vegetais como AIA 

(SH.ANNON, 1968), estando implicada na regulação·do crescimento e di 
-

fereneiação celular (GALSTON e DALBERG, 1954); EVANS e MATRAN,1962, 

MATHAN, 1965 (cf. MULLER� 1969); SHANNON 1968). Por outro lado -

OCKERSE et al. (1966), aplic.ando AIA (ácido indolacético) em plan-
--

tas de ervilha, reprimiram a atividade de peroxidase (cf. SHANNON,-

1968). A alteração do n!vel de peroxidase parece regular o n!vel 

de AIA na planta (MULLER, 1969) e ser controlada pelo uso de Giber.2, 
linas (MACCUNE e GALSTON, 1959). Ainda SIELGEL e GALSTON (1967) ve 

-

rificaram que a remoção do grupo heme da peroxidase de rabano sil

vestre resulta em uma apoenzima que possui atividade de oxidase do 

AIA. Além disso, conforme refere MULLER, (1969) as peroxidases pa

recem estar envolvidas no processo respiratório e oxidação de áci

dos graxos. 

É conhecida tamb�m a ação inativadora da peroxidase sÔbre 

outras enzimas como a.milase e invertase se no meio não existir -

grupos SH (amilase não é influenciada pela presença de grupos SH no 
meio). Considera-se o processo de inativàção como um provável. mec� 

nismo de contr;le da atividade de proteínas (SIZER, 1953)� 



.11. 

Por outro lado, em caso de fatÔres ambientais, a peroxida

se está estritamente ligada à resistência, aumentando em muitos -

casos sua atividade enzim,tica em situação intracelular patalÓgica 

(FERHMANN et al., 1967). 
. . - ---

Nêstes processos de regulação metabólica que envolvem ,. 
va-

rias atividades enzim�ticas inclusive a de peroxidase, a presença 

de tiÓis no meio celular é de grande importância no destino dos a

contecimentos biológicos como veremos a seguir. 

Na revisão feita por GUZMAN BARRON (1951) encontra-se que 

tanto os tiÓis solúveis (principalmente glutatione) como os que fa• 

zem parte de prote!nas (enzimas sulfidrÍlicas), são de impo�tân-

cia nos processos catabÓlicos e anabólicos celulares. Os tiÔis so

lúveis são, considerados sistemas de oxi-redução revers!veis de po-• 

tencial muito negativo, têm papel importante na manutenção do -
"steady state" e regulação dos processos energéticos celulares. Por 

outro lado grande número de enzimas hidrol! ticas como amilase, de 

oxiredução como oxidase do piruvato, de transferência de energia co• 

mo fosforilase, tÔdas essenciais ao metabolismo de ácidos graxos e 

aminaácido.s, contém grupos SH. Particularmente podemos citar as h� 

xoquinases e desiclrogenases, cujas atividades na transformação de 

açúcares na respiração dependem do grupo SH; como também o caso de 

COA cuja ação sÔbre o metabolismo que leva à oxidação de ácidos gr,a 

xos e �iossíntese de proteínas a partir de aminoácidos depende .dq 
grupo sulfidrÍ:lico na molécula (cf. MALAVOLTA, 1971). t: sabido que 

tanto os tiois solúveis como os fixos tomam parte em process,a que 
levam à divisão e crescimento celular. Embora o mecanismo de açãõ 

dos tiÓis nêste particular seja desconhecido, verificou-se que "se,2_ 

dlings" durante a germinação, aumentavam o conteúdo de glutatione,e 

que em Ôvos de ouriço do mar, logo depois da divisão celular ter s,!_ 

do bloqueada a adição de cisteina reativava a mi tos'e. Os tiÓis po

dem ser oxidados por grande número de oxidantes. H2o2 é um dos ox,!_

dantes mais conhecidos e tem sido utilizado nos métodos para a de

terminação da velocidade de oxidação de cisteina. Quando se irradia 

um meio aquoso, a redução do oxigênio molecular pode originar três 

poderesas agentes oxidantes: os radicais OH, H02 e H2o2• Os tiÓis

podem fàcilmente ser oxidados por êsses radicais, principalmente os 
tiÓis ligados a prote:1'.nas (enzimas sulfidrÍlicas) tais como: desi-
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drogenase do gliceraldeido, desidrogenase succinica, e ATPase, as 
quais são inibidas.. Esta inibição pode ser impedida quando se adi
ciona glutation. (BA2RON, 1949, 19.54, in GOUTIER e BACQ (1963).PATT 

tl &•, (1949) verificaram que injetando ratos com cisteina. e glut2;_ 
tione podli.am protegê-los contra ação lotal de raios x reforçando e� 
tão a afirmação de BARRON sÔbre o efeito protetivo encontrado para 
aquêles compostos. 

Outro fato interessante que liga os tiÓis com enzimas, é a 
propriedade que os compostos sulfidr!licos como glutatione, cistei
na e tioureia possuem, de reduzir compostos que produzem cor pela -
ação de peroxidase e peróxido de hidrogênio sÔbre substratos como -

pirogalol, guaieol, benzidina e p-fenilenediamina. Baseado nisso 

RANDALL(1946) verificou que a inibição provocada pelos tiÓis sÔbre 
a atividade de peroxidase, que se sabia existir, era apenas aparen
te, pois demonstrou que aos compostos acima citados eram oxidados -
pelo peróxido de hidrogênio, removendo-os como reagentes do sistema 
peroxidase, ou seja podiam reduzir os compostos que iriam produzir 

...cor do sistema; funcionando como substratos para o sistema peroxid2;_ 
se/H2º2•

Por outro lado BETZ, (1960) (cf. STONIER .tl&•, 1970), v-.2, 
rificou que a capacidade redutora de cisteina conduz a inibi�ãà da 
ação oxida.tiva catalizada por peroxidase sÔbre ácido indolacético -
STONIER tltl•, (1970) observam que os antioxidantes protetores de 
auxina são na realidade reguladores fenÓlicos que estão relaciona
dos com o aumento de tiÓis que participam na inibição do processo -
de oxidação do AIA. Acrescentam baseados no que foi relatado, que 
êste tipo de regulação que envolve compostos SR, peroxidase e oxid2;_ 
çâo de AIA, provàvelmente constitui um pré-requisito no processo da 
divisão e crescimento celular. 



3. MATERIAIS E Mf:TODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Sementes: (Pisum sativum var. Perfecta.h IAC-170) 

Foram usados sementes mórfol�gica e geneticamente unifor

mes de ervilha (Pisuni sativum var. Perfectah I.ÁÔ-170) eujos caracte

rísticos mais importantes, dentro dos padrões para sementes no Bole 
-

tim da CATI-1970, são os seguintes: pureza(% mínima) 98%, germina-

ção(% mínima) 85% umidade(% mínima) 12%. 

3.1.2. Reagentes 

a. Substâncias sulfidrÍlicas - clorid.rato de DLLcis

teina H2o (Nutritional Biochemical corporation).

b. Ensaio enzimático - para as determinações da at!,

vidade enzimática foram usados: pirogalol,H2o2 ,

tampão fosfato.
c. Proteínas solúveis - Caso4.5H20, K2co3, NaOH, á

cido tricloroacético, sero-albumina bovina.

Todos os reagentes utilizados eram produtos analíticos E. 

Merck G ou J.T. Baker. 

3.1.,. Aplicação de radiação 

Para os tratamentos com radiação foi utilizada uma fonte -

de Cobalto c 60co) como fonte de raios gama, do Centro de Energia Nu
-

clear na Agricultura (CENAl, ESALQ-USP - Piracicaba. 

3.1.4. Instrumentos e aparêlhos 

Câmara de germinação e crescimento: Growth Lab., PW. 132 -

Perával, USA., do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) 

ESALQ-USP - Piracicaba, munida de contrÔle de temperatura e umidade. 

As centrifugações foram feitas em centrífuga refrigerada:

International Refrigerated Centrifuge, modêlo PR-2 do Departamento 
·, de Q1UJ:Dica, ESALQ-USP - Piracicaba.

Os cortes histolÔgicos foram obtidos em micrótomo para pa

rafina, pertencente ao Departamento de Botânica, ESALQ-USP - Pirac!, 

caba. 
Nas medidas dos cortes histológicos foi usado microsc�pio 
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Zeiss Winkel, e le_nte graduada, ambos do Departamento de Genética -

da Faculdade de Medicina� USP,..,Ribeirão Prêto. 

Foram utilizados fotomicroscÓpio, e câmara clara para ob

tenção respectivamente de fotografia e desenhos, do Depa�tamento de 

Genética de Medicina, USP-Ribeirão Prêto. 

3.2. Métodos 

3.2.1. Porcentagem de germinação 

A determinação da % de germinação foi feita com quatro re

petições, em placas de Petri contendo vinte sementes cada uma, man
tidas à temperatura de 25,5º0º Foi encontrado 78,5% de germinação 

em 15.04.70. Foi adotado como critério de germinação o rompxmento 

da testa com ereção do caulfculo após 3 dias. As sementes adquiri

das para nosso trabalho sempre foram acondicionadas em sacos plásti 
� ocos e conservadas a temperatura de 22 e.

3.2.2. Conteúdo de água nas sementes 

Em 15.04070 as sementes após serem pesadas foram colocadas 

em estufa a 100°c e pesadas diàriamente até pêso constante. Fqr� 

usadas 6 (seis) repetições com trinta sementes cada uma. O conteú

do em água foi de 13,68%. 

3.2.3. Doses de radiação 

Foram selecionad• s as-mentes quanto n. uniformidade d� aspen 
-

to, vigor e-.tamanho. 25 sementes foram colocadas em um disco de i

sopor e distribuidas cm um cfrculo, distando 30 cm. do centro de r� 

diação e adaptado coaxialmente à abertura.circular de onde emerge o 

cilindro irradiador da bomba de 60cc. A intensidade de dose nesta
distância foi de 10,5 Krad/ hora para cada dose empregada. As do
ses irradiadas foram o, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 Krad. 

Após a irradiação, as sementes foram deixadas em embebição 

durante quatro horas em um volume de água pré-estabelecido. Vinte 

e cinco sementes de cada dose convenientemente semeadas em areia -

grossa, em nove caixas de madeira , permaneceram em câmara de germ,â:. 
N � o ,naçao e crescimento a temperatura de 25,5 C e regadas com agua du--

rante quinze dias. 

Foram seguidos dois critérios para a. determinação do efeito 

das diferentes doses de radiação sÔbre as plantas. 



a� medidas do comprimento do caule a partir do ponto de inserção -

dos cotiledones ao primeiro nó, nas plantas sobreviventes em tô

das as doses .. 
N � � A 

b. determinaçao do peso seco de todas as plantas sobreviventes nas

nove doses, com exceção do.s cotiledones.

Justificamos o uso dêste critério, e ná·o o da porcentagem 

de sobreviventes pelo fato de que, em doses baixas, o nÚmero de in

divíduos pode diminuir, embora a elongação e massa se desviem dêste 

comportamento fisiológico. 

As curvas demonstrativas do efeito das doses encontram-se 

no gráfico A. 

Escolhemos as doses 5 Krad e 35 Krad que estimularam e de

primiram o desenvolvimento, respectivamente. 

3.2.4. Tratamentos 

toram estabelecidas as seguintes combinações entre as do

ses de 5 Krad, 35 Krad e cisteina na concentração de l x l0-3M:

R : (contrÔle)o sementes não irradiadas e não tratadas -

com cisteina. 

R + C: (contrÔle) - sementes não irradiadas e tratadas -o 
com cisteina 

R1: - sementes irradiadas 5 Krad e não tratadas com cis

teina 

R1 + C - sementes irradiadas 5 Krad e tratadas com cietei

na. 

sementes irradiadas 35 Krad e não tratadas com cis

te:!na. 

R2 + C: - sementes irradiadas 35 Krad e tratadas com eis

teina. 

3.2.5. Administração da radiação e de cisteina 

a. Radiação

Para os ensaios de atividade enzimática, determinaç�o de -

proteínas solúveis, e cortes histológicos as sementes foram selecio

nadas individualmente, utilizando-se das seguintes caraoter!sticns -



macroscópicas: vigor, aparência e tamanho, a fim de se obter uni
formidade. Êste instrumento qualitativo foi escolhido a fim de se 
evitar possíveis diferenças de massa na absorção de energia, e e-
ventuais contrastes de respostas nos níveis fisiológico e bioqu!mi-
co. 

As sementes de tratamentos R1 e R2 foram colocad�s em fra�
cos especiais de plástico, que em suportes rotatórios a 25 em da 
fonte receberam 5 !Çrad e 35 Krad, sendo a intensidade de dose igual 
a 10,5 Krad/hora. Terminada a exposição à radiação, eram imediata
mente imersas em água ou s�lução de cisteina 1 x l0-3M, e mantidas
nestas oondiçÕes durante 4:00 horas. 

b. Cisteina·

720 sementes irradiadas e não irradiadas foram distribui-
das uniformemente, em 2 lotes de 320 sementes para cada tratamento, 
em placas de Petri, recebendo 35 ml. de água ou 35 ml. de solução -
de cisteina 1 x 10-3M. Após quatro horas de embebição tÔda água ou
solução havia sido absorvida com entumescimento ideal para a semea
dura. 

3.2.6. Beoeadura 

As sementes foram em seguida semeadas em areia grossa umi

da, contida em caixas de madeira.e mantidas em câmara de crescimen
to à temperatura de 25,5

°
c. A rega era-feita sistemàticamente às 20 

horas, O horas, 8 horas e 12 horas. 

3.2.7. Coleta das Sementes 

Para todos os tratamentos, colheram-se as sementes em in
tervalos de 12 horas após a semeadura, durante três diasº Em cada 
colheita as sementes eram ràpidamente lavadas, os embriões extirpa
dos sêcos em_ papel de filtro, pesados e mantidos dentro de beckers 
imersos meio corpo em cubas de isopor contendo gêlo moido, até o m,2. 
mento da extração. 

3.2.8. Obtenção do extrato enzimttico 

l,Og de material grêsco foi extra!do com areia e 10,0 ml. 
de tampão fosfato 0,67M, pH 6,8, durante 2 minutos em almofariz ma.a 
tido em banho de gêlo.. O extrato foi centrifugado a 10 000 r.p •. m., 
20 min., a 4

°
c. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos de 



ensaio previamente imersos em gêlo. Cada tratamento, na concentra

ção inicial de 1:10 :f'oi transferido para sala mantida a 22°c, dilu!, 

do à 1:50, esperando-se 5 minutos para estabilização da temperatura. 

3.2.9. Determinação da atividade de peroxidase 

Baseados em MC CUNE e GALSTON (1959) � ensaios prelimina

res, foram utilizados 0,3 ml. do extrato enzim&tico (diluiç:o de -

1:50), 0,2 ml de pirogalol (0,2M) e tampão fosfato suficiente para 

eo�Pletar o volume de 9,0 ml. No tempo zero adicionou-se 1,0 ml � 

de tt2o2 1 x l0-3M ao tubo de ensaib, agitando-se ràpidamente e tran�
ferindo-se para o tubo de fotocolor!metro. 

A formação progressiva da côr foi acompanhada em interva-

los de 15 segundos até 2 minutos, lendo-se as transmitâncias. 

A atividade enzimática foi calculada tomando-se a diferen

ça entre a leit.ura a 15 segundos e 45 segundos, e mul tiplica.ndo-se 

o valor for dois. Essa atividade foi expressa em D.0./0,3 ml.extr�

to/min. Os substratos H2o2 e p±rogalol foram preparados no momento

do ensaio em tampão fosfato gelado, e deixados para equilíbrio a -
22°c. As concentrações utilizadas foram ensaiadas previamente oom 

sementes e "seedlingsn a fim de se verificar a região linear de tr� 

balho. 

3.2.10. Determinação de prote!nas solúveis 

.A t·éonioa utilizada foi a do, miorobiureto modificada de -

ITZHAKI e GILL (1964) por CALDAS (1970). 0,1 ml. do extrato ltlO -

foi precipitada em 3,0 ml. de TCA 5%, a 4°c em geladeira, durante 1 

hora, seguida por centrifugação a 3 000 r.p.m. 5 min. O sobrenadan 
-

te foi decantado e os tubos permaneceram emborcados sÔbre papel de 

filtro na geladeira até secagem completa do precipitado, o quai en• 

tão foi dissolvido em 1,0 ml. de K2co
3 

5,6%, e 2,0 ml. do reagente

de microbiureto. Os tubos foram tapados e deixado ã noite mantidos 

a 4
°
c durante uma noite. 

As medidas foram feitas em espectrofotômetro Carl Zeiss a 

310nm, e a quantidade de protefna calculada em função de reta padrão 

feita com soro-albumina bovina. 

3.2.11. Medidas histológicas 

Em cada tratamento de plantas, com 72 horas de idade cons!, 



derandojse a distância de 0,5 cm acimâ do ponto de insetção dos d_l 

tiled6nes, foram colhidas três amostras de o,.,cm do dau1!ouio dê ti!

da repetiç:o. Cada amostra foi fixada, incluida em parafina e. cor
tadas em micrótomo na espessura de 12 u, utilizando-se a técnica -
convencional. Dos cortes, obtidos das três repetições por trata.me!!, 

to, desprezamos aquêles das extremidades das fitas de parafina, a

proveitando-se os mais centrais, que foram distribuidos em número -

de 40 em cada lâmina de uma serie de 12 lâminas. 

Dos cortes aumentados 125x tomamos medidas no cilindro cea 

tral, nas seguintes regiões: 

a. dístância en�re fibras de floema laterais ao metaxilema e Figura

1, letra B.

b. dist�ncia do meta a metaxilema conforme ilustrado na Figura 1, -

letra A, tomando como ponto de referência o pacote de fibras co!_
ticais mais afastado do estelo.

As medidas foram representadas pelos valores absolutos da 
escala graduada da ocular. 

As Figuras 2 e 3 e detalhes das regiões A e B {da Figura -

1) medidas, foram obtidas em câmara clara acoplada a mierosoÓpio

Zeiss.

Na Figura l está representado o corte transversal do caule, 
indicando as regiões utilizadas para as medidas e detalhes destas -

regiões, a fim de facilitar a compreensão e localização das regiões 

do estelo, medidas nos cortes histológicos de todos os tratamentos. 

3.3º Testes estatfsticos 

3.3.1. Peroxidase e Proteína 

Com a finalidade de se verificar o efeito geral nos trata

mentos, e as possíveis interações foi feito· o teste F para verifi

car a significância da ação da irradiação, e de cisteina nos diver

sos tratamentos para cada tempo, e as significâncias do efeito de -

cisteina (C), e irradiação (R) isoladamente, e interação (RxC) para 

cada tempo. Para o cálculo do valor de F desta análise foi utiliz� 

do o quadrado médio do resíduo do primeiro teste. 

3.3.2. Medidas histolÕgicas 

Foi aplicado o teste F comparando-se as médias dos trata
mentos pelo teste Tukey (PIMENTEL GOMES, 1963). 



4. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente experimento serão apre-

sentados a seguir. Inicialmente apresentaremos o gráfico obtido P.!, 

ra a escolha das doses de trabalho, em seguida, os dados relativos 
" t " 11 

• ,.. • a pro einas so uveis e finalmente aqueles relacionados com os cor-
tes histológicos do caule. 

4.1. Determinação da sensitividade da semente e escolha das do

ses de trabalho 

No gráfico A estão representadas duas curvas que expressam 

o efeito do aumento de dose no decréscimo de matéria sêca, e altura

a partir do ponto de inserção dos cotiledones ao primeiro nó das -

plantas sobreviventes.

Pelo gráfico A verifica-se que as doses 5 Krad, e 35 Krad 

são respectivamente estimulantes e depressoras do �reaoimento (so-• 

brevivênc;i.a), 15 dias após a irradiação. 

4. 2. Ativida,de de peroxidase

As Tabelas 1 e 2 apresentam os val�res obtidos nas determi 
-

naçoes da atividade de peroxidase, influenciada pela dose de radia-

ção e cisteina e o conteúdo de proteína no tubo de reação. As rep2_ 

tições foram realizadas com um intervalo de uma semana.. Na Tabela 
- 'd· " 1

"' ,. ' 3 estao as me ias desses va ores, com os quais se fez a analise es-
" ... ,,. 

4 tatistica. Os valores de F para tratamentos estao na Tabela , en-

quanto que a Tabela 5 apresenta os valÔres de F para tratamentos, � 

feito das duas doses de radiação (R1R2), de cisteina (C), e inter�

ção RxC. 

4.2.1. Efeito da radiação 

A Tabela 5 mostra que de maneira ge!'-al houve efeito signi .. 

ficativo nos tratamentos com cisteina e interações RxC. Estatisti

camente não houve significância para o efeito da radia�ão isolada

mente nas duas doses. Porém, como pode ser visto no gráfico B (co!!. 

trÔle) e curvas 2 e 3 (R1 e R2 respectivamente) doe gràficos C e D

realmente ocorreram variações como reaposta às irradiações. Alláé

dados da Tabela 6, mostram a veracidade dessa assertiva. Essa tab,2._ 
la foi calculada, considerando-se a média do contrÔle R eomo nívelo 
100%. 
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�ABELA 3 = Média dos valÔres da atividade de peroxidase, expre!!.
sa em D.0./0,3 ml extrato/min. 

TRATAMENTOS 

,· 

HORAS� 
R R +C Rl R1+c R2 R

2
+C

o o 

12 0,105 0,104 0,088 0,091 0,099 0,092 

24 0,116 0,124 0,128 0,172 0,113 0,140 

36 0,152 0,140 0,194 0,136 0,142 0,136 

48 0,222 0,212 0,193 0,220 0,192 0 1 202 

72 0,336 0,342 0,306 0,288 0,306 0,276 

iTABELA 4 = ValÔres de F para tratamentos (incluindo R ,  R +C, o o 

-. 

�, R1+c, R2 e R2+c) para atividade de peroxidase.

HORAS 
12 24 36 48 72 

G.L.

ns ns ns ns ns TRATAMENTOS 5 0,7305 2,625 1,803 0,776 2,534 

-4- -4 -4 -4 -4 
Q.M.R. 5 141x10 376x10 552xl0 446x10 58ox10 

1% = 10,97 
F ' 

5% = 5,05 



TABELA 5: ValÔres de F para tratamentos, ef"eito das duas doses de ir
radiação R1R2, da cisteina (e). e interação: irradiação x -
cisteina (RXC). 

HORAS 

FATOR DE·VARIAÇlC 
G.�

12 24 

TRATAMENTOS (l)
5 o,25ns 2,36ns

IRRADIAÇÃO (I½_R2) 2 o, 46
ns 

2,41 
ns

CISTEINA < e ) .
** * 

1 14,51 5,35 
· .

2,34ns * 

( .Rl,R2 ) X C 2 5,64 

RESÍDUO MÉDI0(2) 25 QM = 0,000419 

F (tratamentos) F (irradiação) 
1% = 3,85 1% = 5,57 

5% = 2,60 5% = 3,3
9

- significativo n. s . = nao 
* = sigmificativo ao nivel de 5%

** = significativo ao nível de 1%

36 48 72 

2,37ns o,83ns 3,5lns

ns ns ** 

o,47 0,9.5 7,65 

4,.58 
•

6,37 
•

o,45ns 

** * · •

13,54 3,60 4,15 

F (cisteina e RXC)

1% = 7,70 

5% = 4,24 

(1) - Os valôres para tratamentos nêste caso foram calculados através

do resíduo médio obtidos dos Q.M.R. da tabela 4, cujo valor é 
aquêle em (2). 



TABELA 6: ValÔres porcentuais, em relação à média do 

oontrÔle R ,  do efeito da radiação sôbre a o 
atividade de peroxidase. 

HORAS 

TRAT� 

12 24 36 48 72 

Rl 83,91 110,34 127,63 86,84 91,07 

R
2 

94�29 94,82 93,42 86,47 91,07 



4.2.2. Efeito da cisteina 

As curvas 1 do gráfico B (contrÔle), mostram que nd trata .. 

mente R +e há uma influência da cisteina diminuindo a atividade eno 
zimática nos diferentes tempos estudados em relação a R .  O testeo 
estatistico da Tabela 5 revela que de maneira geral o tratafuento -

com-cisteina afeta a atividade de peroxidase. 

4.�.3. Efeito da radiação no tratamento R1, em relação ao

contrÔle R. 
o 

Embora na Tabela 5 observa-se que o teste estat!st!bo eon. 

junto (para as duas doses) n:o tenha detectado difer�nça significa

ti'\râ para o efeito da radiaç:o, mas sim para interações �xd; nota-

-se pelas curvas 2 (R1, em relação ao contr�le R
0

) do g�if�bo G, -

que nos tempos 12 e 48 horas, a atividade de peroxidase é menor, e� 

quanto que nos tempos 24, 36 e 72 horas ocorreu um aumento nessa. a .. 

tividade. Os valores percentuais dessas variações são encontrados 
na Tabela 6. 

4.2.4. Efeito combinado da cisteina e radiação no tratame_a 

to R1+ e, em relação a R
0 

A Tabela 5 mostra que o efeito da combinação dos tratamen

tos: radiação gama e cisteina foi em geral estatisticamente signifi 

cante; pelas curvas 2 gráfico B observa�se, que, cóm exceçã�- do tea 
po 24 horas, a tendência é diminuir a atividade enzimática quando-· 

... 

se compara com o controle R .o 
4.2.5. Efeito da radiação no tratamento R

2 
em relação ao• 

contrÔle R .
o 

As curvas 3 (R2 em relação ao contrÔle R
0

) do gráfico D

mostram que houve diminuição da atividade de peroxidase em todos os 

tempos estudados em relação ao contrÔle R. Os valores percentuais 

dêsses decrês.imos estão representados na Tabela 6. Embora o teste 

estat!stico da Tabela 5 só mostre que houve diferença significativa 

para as interações RxC, baseando-se n�sse mesmo fato, pode-se infe

rir que a radiaç;o realmente influenciou a atividade da enzima. De. 

ve-se lembrar que a análise estatfstica foi feita para as duas doses 

R1 e R2 conjuntamente.
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4.2.6. Efeito combinado da cisteina e radiaçao no tratameE, 
i:.. to R

2 
+Cem relaQao a R

0 

O teste F da Tabela 5 revela que a variação devida à inte

ração, é estatistiêrunente significante. Pelo gráfico D, curvas 3 
o tratamento R

2
+ C, comparado com o contrÔle R mostra'que a ativi-

o 

dade da enzima é menor. Porém em todos os tempos com exceção do -

tempo 24 horas, conforme as mesmas 
,.. . , . tendencia proxima ao comportamento 

bém gráfico B curva 1). 

4.3. Proteínas solúveis 

curvas, verifica-se um efeito ou 

da curva contrÔle R + C (ver tam 
o -

Na$ Tabelas 7 e 8 são apresentados os valores de proteínas 

solúveis, influenciadas pela dose de radiação e cisteina. Aqui t� 

bém al3 re:r.etiçÕes foram realizadas com um intervalo de uma semana .. -

Na Tabela 9 estão as médias desses valores, com os quais se fez ai 

nálise estatfstica. A Tabela 10 apresenta os valÔres F para trata� 

mentas; na Tabela 11 estão os valor·es F para tratamentos, efeito 

das duas doses de radiação (R1R2), de cisteina (C) e interação RxC.

A Tabela 10 indica queos tratamentos diferem entre si sig
nificativamente pelo menos nos tempos 24, 36 e 48 horas. Pela Tab� 

la 11 nos mesmos tempos verifica-se que a radiação <Ri e R2) isoladB,_

mente, e cisteina e interação RxC mostram diferenças significativas. 

Os resíduos para 12 horas e 72 horas não podem ser consideradas uma 
vez que não se enquadram dentro das normas da análise estatística • 

(PIMENTEL GOMES, 1963). 

4.3.1. Efeito de cisteina no conteúdo de ,proteínas soluveis 

nos contrÔles 

Da maneira geral, a cisteina no tratamento R diminui o -

conteúdo de prote!nas solúveis, principalmente nos tempos 24, :;6 e 

48 horas (Tabela 10), o que também pode ser visto pelas Curvas I 

Gráfico B. 

4 . ... , f' --• 3. 2. Efeito da radiaçao no conteudo de proteinas solu-

veis no tratamento R1 em relação ao eontrÔle R
0

• 

Os valores de F na Tabela 11 revelam no teste estatístico 

conjunto (para duas doses de radiação R1 e R2) que a radiação tem -
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TABELA 7: ValÔres obtidos nas determinações do conteúdo de pro

teínas solúveis, influenciado pela dose de radiação e 

eis eina . t . ( primeira repe t. - )içao . 

TRATAMENTCS 

HORA� 

12 

24 

36 

48 

72 

TABELA 8 

TRATAMENTOS 

HORAS� 

12 

24 

36 

48 

72 

R R +C R R
1
+c R 2 

R2+C 
o o 

l 

o,494 0,.510 o,lt-81 o,479 0,506 0,544 

0,324 0,308 0,360 0,395 0,398 o,405 

0,313 0,305 0,371 0,323 0,307 0,318 

0,284 0,277 0,337 0,266 0,346 0,279 

0,145 0,179 0,163 0,181 0,194 0,192 

mg/lOmg de matéria fresca 

ValÔres obtidos nas determinações do conteúdo de pro. 

teinas solúveis influenciado pela dose de radiação � 

oisteina ( repetição realizada uma semana após a pri 

meira). 

R R +C Rl R
1+c R 2 

R
2
+c

o o 

� 

0,599 0,615 0,600 o,646 , 0,619 o,649 

o,430 o,423 o,470 o, 494 0,506 0,508 

o,418 0,391 o,471 o,419 o,407 o,403 

o,4o4 0,385 o,419 0,374 o,452 o,4oo 

0,151 0,206 o,_251 0,244 0,308 0,263 

mg/ 10 mg de matéria fresca 



TABELA 9 Média dos valÔres de ��oteínas solúveis. 

1 

TRATAMENTOS 
Ro R +C Rl R1+c 

HORAS� 
o 

12 0,55 0,56 0,54 0,56 

24 0,38 0,36 o,41 o,44 

36 0,37 0,35 o,42 0,37 

48 0,34 0,33 0,38 0,32 

72 0,15 0,19 0,21 0,21 

R
2 

0,56 

o,45 

0,36 

o,4o 

0,25 

mg Proteina/10 mg. matéria fresca 

R2+C 

0,60 

o,46 

0,36 

0,34 

0,23 

TABELA 10 ValÔres de F para tratamentos incluindo R
0

, R
0

+C, R1, R1+�
R2, R2+c, para proteínas solúveis.

HORAS 

TRATAMENTOS 

Q.M.R.

1% = 10,97 

5% = 5,05 

G.L. 

5 

5 

12 24 36 48 72 

n.s. ** ** ** ?•ª• 
2,59 207,60 40,76 18,46 3,107 

(l) (2)
0,000292 0,000015 0,000033 0,000099 0,00782



TABELA 11: ValÔres de F para tratamentos, efeito das duas doses de 
irradiação (R1 e R2), de cisteina (C) e interação irradi

ação x cisteina (RXC). 

� 
FATOR DE 
VARIAÇÃO G.L.

IRRADIAÇÃO 
(R1 e R2) 2 

CISTEINA 1 
( e ) 

( R1 R2 ) x C 2 

RESÍDUO 5 

F Irradiação e interação 
1% = 13,27 

5% = 5,79 

n.s. = não significativo

12 

3,24 
ns

ns
.5,92 

0 ,29 
ns

(1) 
0,000292 

* = significativo ao nivel de 5%

** = significativo ao nivel de 1%

24 

** 

488,13 

• 

11,27 

.... 

25,2? 

0,000015 

36 48 72 

** "' 

59,24 10,44 6,14 

** ** ns 
41,36 57,34 0,29 

** * * 

22,03 7.05 1,4? 

1.ZJ 
0 , 000033 0 , 000099 o,

�-
0782

1

F Cisteina 
1% = 16 ,26 
.5% = 6,61 

l e 2 = Q.M. do residuo que escapam do dominio da regra normal para

análise estatística. 



efeito significativo nos tempos 24, 36 e 48 horas. As curvas II do 

gráfico C mostram de fato que no tratamento R1 o nível de proteínas

solúveis é maior que o tratamento R, em todos os tempos com exceção 
o 

de 12 horas. 

493.3. Efeito combinado de cisteina e radiação gama em tr!. 

tamentos 1½_+ C e R
0 

para proteínas solúveis

Verificamos pela Tabella 11 que o efeito da combinação de 

tratamentos, radiação x cisteina (RxC), em cada tempo é de maneira 

geral, significativo. Pelas curvas II, Gráfico C, nota-se que no -

intermediário entre os tratamentos R
0 

e 1½_, 

feito provocado pela radiação. 

parecendo diminuir o e 
-

4.3.4. Efeito de radia�ão gama no conteúdo de proteínas s.2, 

l�veis no tratamento R2 em relação ao contrÔle R
0

•

O ., 1 d t ' l' . t ' . .. nive e pro einas so uve:i.s man em-se acima daquele a ... 
presentado pelo ContrÔle R

0 
em todos os tempos (Curvas III, R2, Grf

Esta diferença e, em geral significante estatisticamente fico D). 
'I. 

(Tabella 11).

4.3.5. Efeito combinado de cisteina e radiação garna no tr!. 

tamento R
2

+ C comparado ao contrÔle R
0

A análise da tabela 11 nos revela que a variação devido a 
interação RxC t estatlsticanente signifieante nos tempos 24, 36, 48 

e 72 horas. 

Isto pode ser verificado pelo exame das curvas III, Gráfi
co D, onde se observa que, pràtieamente a partir de 24 horas, o e-

feito da oisteina (tratamento R
2

+ C) tende a mudar o conteúdo de -
, " ' 

proteinas soluveis. 

4.4. Medidas de regiões do caule nos diversos tratamentos 

Na Figura 1, encontramos um e�quema demonstrativo das �e-

giÕes envolvidas, para as medidas das variações provocadas pelos di 
-

ferentES tratamentos após 72 horas. Detalhes das regiões I e II de� 

sa Figura 1, encontram-se representados pelas Figuras 2 e 3. TÔdas 
essas figuras são desenhos obtidos em câmara clara, para efeito de 

ilustração, a partir do corte transversal de caule do oontrÔle R. 
o 
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Fibra• d• floema 

PfotolilMIO 

Metaxilema 

FIOMIO 

Fibra• corticais 

Floura 1 : A1pecto oeral do caule em corte tran .. ersol, mo,trondo o utelo com 01 hiaes cortoco11 ( 1 c.) polar•• , • til>ros 

librovoecularu ( 1. lv.). -- I e I[ aõo uquemos de reo1õo do utelo ut,lllodo como ponto de reter6ncio nos 

medidoa. -- -A- repre1enta o dlstan�io entre metoxllemos de polo• oposto, e -B- a dl1tllncla entre fibras de 

lloemo• lateraia, no polo onde o conjunto de fibras cor ficai• (t.c.) .. ,ão mail afastada• dos libras lloemóticoa polare• 

do 111110. 



fígura 2: Detalhe das ftbros de floema ( f. f1) que se dispõe 

lateralmente ao metoxifema ( m ) . 



F-i�ra 3: Detalhe das fibras de fioema { f.fp} pol-ares e togo 

abaixo flQem·a (f ). proto e metoxHem� .. 



4.4.1. Medidas histológicas 

As médias de 25 medidas de cada tratamento tomadas ao aca

so estão representadas pelas Tabelas 12 e 13. 

4.4.2. Teste F, e teste Tuke� 

Os resultados da Tabela 14 revelam que todos os tratamen

tos diferem entre si significativamente; o que também ê observado -

no Gráfico E. O teste de Tukey mostra que todos os tratamentos oom 

exceção de�+ e, diferem significativamente do tratamento contrÔle 

R (Tabela 15). fste teste ainda indica que existe diferença signi 

ficativa entre as médias dos tratamentos R1 e R
2

• Porém entre R1 e

R1+ C, e R
2 

e R
2
+ C, foram registradas diferenças não significati-

va e significativa, respectivamente. Pelo exame do gráfico E, pode 

-se dizer que tanto a radiação gama, como a cisteina isoladamente,

provocam maior crescimento da região medida quando comparadas com o

contrÔle, enquanto que combinados (R+C) tendem a diminuir os efei

tos que •induzem.

As Tabelas 16 e 17 mostram os testes F e Tukey respectiva

mente para as distâncias entre fibras do floema. 

A Tabela 16 mostra diferença altamente significativa entre 

os tratamentos. Os resultados encontrados na Tabela 17, revelam -
, " # que os valores medios de todos os tratamentos e o controle sao sig� 

nificativamente diferentes (ver também ·gráfico F). O teste de Tu.

key ainda mostra que a comparação entre os valores médios dos tratS!,. 

mentos R1 e R2 apresentam diferença significativa, enquanto que pa
ra as comparações R1 e R

2
+ C e R

2
+ C ocorrem diferenças significati

va e não significativa, respectivamente. 
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·TABELA 12: Médias dos valÔres dns medidas

histol6gicàs de metaxilema a me 

t ·1 a.xi ema no t emno d ?2 h e oras,.

TRATAMENTOS MÉDIAS 

R 41,24 
o 

R
0

+C 47, 36 

Rl 47,48 

·R1+c 45,88 

R2 44,52 

R2+c 41,04 

TABELA 13: Médias dos val�res das medidas 

histológicas de distância entre 

fibras de floema laterais ao me 

taxilema no tempo de ?2. horas ; '

TRATAMENTOS MÉDIAS 

R 34,68 
o 

R +C 38,00 
o 

Rl 39,96 

R1
+c 37,32 

R
2 39,56 

R2+C 33,40 



-
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TABELA 14: ValÔr de F para tratamentos (incluindo R
0

, R
0

+C, Rl' R1+c,

R2, R2+c), de medidas de distância metaxilema a metaxilema

polares opostos, no tempo de 72 horas. 

VARIAÇÃO G.L. S.Q. Q.M. F 

TRATAMENTOS 5 1037,9?34 0,6683 458,26 

RESÍDUO 120 54,3599 o,4530 ---------

' 

,,.. 

• 1% = 3,17

5% = 2,29 
'-. 

TABELA 15: D.M.S. entre médias pelo teste de Tukey para n=6, e 

n'=l20, nos tratamentos de medidas de: distância m,2. 

taxilema a metaxilema polares opostos, no tempo de 

?2 horas. 

R
O 

R +C R
l 

R1+c
o 

** ** ** 

R ____ .,,. 6,12 6,14 4,64 
o 

n.s.
R

l 
----..... --- ----- 0,12 

R
2 

------- ---- ---- -----

R1+c ------ ------ ------ ---...

n' = nº de graus de liberdade do residuo. 

n = no de tratamentos. 

R2 R
"'.l

+C
e; 

** 

o,�ôs .
3,28 

** 

2,96 -------

----- 3,48**

** 

---- 4,84 

5% = 0,55 
"' 

-



"'rABELA 16 : Valor de F para tratamentos (incluindo� 9 R +C, R1,o o 
R1+c, R2, R2+c) das medidas: Distância entre fibras

de floema laterais ao metaxilema, no tempo de 72 hs. 

VARIAÇÃO G.L. S,Q. Q.M. F 

•• •

TRATAMENTOS 5 865,473 173,0946 157,73 

RESÍDUO 120 131,693 1,0974 ----... 41"9 

F0% 
•

�% = 

3,17 

2,29 

TABELA 17: D.M.S. entre médias pelo teste de Tukey para n= 6, 

n' = 120 nos tratamentos de medida de: distância -

entre fibras de noema laterais 

. 

R R +C Rl R1+C
o o 

.... •• "'* 

.. ._ .......... 3,32 5,28 2,64 
o 

Rl
--- ------ ----- 2,64

""" 

R
2 

-.... -.-.-- -----� ---- -----

Rl+�
_...._. __ .-�-- ---- ---

n' = nc de graus de liberdade do resíduo. 

n = nQ de tratamentos. 

ao metax·lema. 

R 
2 

R2+c

• •• • • 

4,88 1,28 

o,48·ª·
------

•• 

------- 6,14 

•• 

--- 3,92 

1% = o,66 



5 • DISCUSSÃO

.5.1. Ef'eito da cisteina 

5.1.1. Efeito da cisteina no tratamento R + C sÔbre a atio 
vidade de peroxidase, proteina e aumento de ,rea -
transvérsal do estelo. 

Observamos pelas Tabela 5 e 11, e Gráfico B curvas 1 e I • 
apresentadas em Resultados, que a cisteina influi significantemente 

, , ., na atividade enzimatioa e conteudo de proteinas para ambos os casos,

o efeito da oisteina em geral é depressor.

Embora as curvas 1 most�em que a tendência geral do efeito 

da cisteina seja diminuir a atividade, fato corroborado pelo teste 
estatístico, alguns resultados da literatura nos levam a crer que -
esta observação é apenas aparente. RANDALL (1946), estudando o e-

.feito de tiÔis sÔbre peroxidase e H2o2 chegou a conclusão de que ês
ses compostos não inibem a enzima, e sim agem como agentes reduto-
res capazes de reagirem como substrato para o sistema peroxido/pero 

-

xidase. Nos nossos ensaios contrÔles, os extratos obtidos de 8111• 
bríÕes e "seedlings n tratados pr�viamente com cisteina, possuiam um 
teor elevado dêsse composto, o qual teria reagido com o peróxido de 
hidrogenio, reduzindo-o, e dêsse modo retirando-o do sistema peroxi 

-

do/peroxidase. Essa ação da cisteina induziria a uma falsa idtia -

de que teria ocorrido inibição da enzima. 

Com relação à diminuição de protefnas solúveis, pode-se • 
considerar de um lado um comportamento estranho da cisteina, pois,
compostos tiÓlicos solúveis ou constituintes de moléculas protefcas 
(enzimas), têm papel importante n� manutenção do "steady state" e -
regulação dos processos energéticos celulares. Grande nÚmero de e!!_ 
zimas que atuam em processos de hidrÓlises, transferência de ener-
gia, oxidação de ácidos graxos, biossíntese de proteínas, transfor
mação de açúcares na respiração, dependem da presença de grupos SH 
na molécula para suas atividades normais (cf. GUZMAN BARRON, 1951 e 

cf. MALAVOLTA, 1971). Portanto, se deveria esperar maior conteúdo 
de proteínas solúveis como consequência da adição de cisteina às S!_ 
mentes. Por outro lado STONIER et al., 1970, relata que o nfvel de 

--

tiÓis está relacionado com antioxidantes fenÓlicos e ambos com a -
proteção de auxinas contra a ação oxidante catalizada por peroxida-



se, e que podem agir reversivelmente. Segundo o mesmo autor. a au

xina tem protetoras que iníbem a oxidação do AIA pela peroxidase s.2, 

mente quando a substância protetora se oxidou, é que a oxidação do 

AIA se inicia. NADH imita o protetor. Na presença de NADH a oxid!_ 
ção do AIA pela peroxidase não se inicia até que todo o NADH tenha 

sido oxidado. Na presença de peroxidase a.oxidação dos protetores -

(NADH) se torna mais lenta, mas na sua ausência acelera expontânea
mente a oxidação de NADH (promovendo portanto a destruição do AIA). 

tste papel reversível de redox dos protetores de auxinas implica -

que êles podem atuar como venenos celulares. Assim, podemos crer -

que cisteina em excesso na semente causaria diminuição no nível de 

hormônios, provocando distúrbios nos processos de síntese, o que e!_ 

plicaria os dados obtidos para prote!nas solúveis no tratamento -

R + C da curva contrÔle I (Gráfico B)º Discussões mais amplas nês-

te aspecto, embora não se disponha de muitos informes correlatos, -
serão feitas com os dados de interações radiação x cisteina com im

plicações na interferência de hormônios no contrÔle genético e enzi 
-

mático da função e forma da planta. 

5.1.2. Efeito da oisteina e radiação na área transversal -

do estelo. 

Com relação aos dados apresentados nas Tabelas 8 e 9 res

pectivamente referentes às medidas histológicas: distância metaxil,2_ 

ma a metaxilema, e distância entre fibras de floema, representados 

na Figura 1, e pelos seus valÔres médios nos gráficos E e F, verif,i 

camos que estatisticamente houve diferença significativa ao nível -

de 1% para tratamentos R e R + C conforme revelam as Tabelas 10 e 
o o 

12. Os valÔres médios nos dois tipos de medidas consideradas para

os tratamentos R e R + o, e representados nos gráficos E e F, mos-
o o 

tram o efeito da cisteina provocando o crescimento das áreas de te-

cidos medidos. 
A 

O teste de Tukey das Tabelas 11 e 13 mostram que e�

te efeito é altamente significante ao nível de 1%.

A análise estatística mostrou conforme as tabelas citadas 

que os valÔres F pelo teste Tuk.ey para os efeitos de radiação (R),

combinação radiação x cisteina (R:ltC) diferenças altamente signific!_ 

tivas, sendo que pela observação dos gráficos E e F tanto a oistei
na como radiação influem aumentando a área dos tecidos medidos, quaa, 

do se compara com o oontrÔle R. O exame dos Gráficos E e F, e da-
o 
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dos das Tabelas 8 e 9 nos revelam que cisteina e radiação aplicados 
isoladamente provocam o crescimento em relação ao contrÔle (R) com 

o 

diferença significativa, conforme valÔres de F pelo teste de Tukey 
das Tabelas 11 e 13; a ação combinada (RxC), por outro lado tende a 
diminuir os efeitos que induzem quando aplicados isoladamente. O 
gráfico A nos mostra que a dose 5 Krad aumentou o crescimento do 

-

caule em comprimento enquanto 35 Krad diminuiu. Ora, as medidas 
·transversais estão mostrando que para as duas doses há incremento.
Ao que parece então o efeito tanto da radiação como de cisteina,nê§.

te particular incremento, se deve à causas de aumento de plasticid!;!.
de e elongação celular t e não ao aumento do número de células. A
poss!vel explicação para êstes resultados será considerada conjunta

-

mente na discussão com referência ao efeito combinado radiação e -
cisteina (Rxc), uma vez que a mesma implica na atividade de peroxi
dase e interpretações mais complexas e detalhadas.

5.2. Efeitos da radiação e da interação radiação x cisteina 
t , 1' . pro einas so uveis

1 
atividade de peroxidase e aumento 

área transversal do estalo. 

em 
da 

Os resultados apresentados para o efeito das duas doses de 
radiação conjuntamente não mostraram significância para os valÔres 
de F. (Tabela 5). Esta não detecção de diferenças pelo teste esta
t!stico pode ser explicado não somente pelo pequeno núnmro de repe
tições, como também devido a que as duas doses de radiação foram a� 
sooiadas para os cálculos estatfsticos, o que poderia ter mascarado 
o efeito de cada dose de radiação. No Gráfico C, curvas 2, pode-se
notar que nos tempos 24 e 36 horas, a dose de radiação 5 Krad prov2_
cou efeito diferente daquêles apresentados no Gráfico C, curvas 3,

nos mesmos tempos para a dose 35 Krad, em relação ao tratamento co�

trÔle R .  A Tabela 6 mostra, porém, em porcentagem, as variações -
na atividade de peroxidase, devidas às doses de radiação aplicadas,
quando comparadas ao contrÔle. tste efeito radiobiolÓgico admitido,
embora não estat!stica.mente detectado, recebe apoio dos dados obti
dos para a combinação da radiação gama e cisteina (RxC), cuja inte
ração foi estatisticamente significante em todos os tempos (confor
me Tabela .5).

A significância obtida para esta interação nos permite de
duzir que a cisteina, nos diferentes tempos, não se comportou·> de 



maneira idêntica na ausência e presença da radiação, o mesmo cco:t-ren, 
do para as doses de radiação. Além diss·o os efeitos de cisteina e 
radiação, quando combinados, agem entre si e tendem à inibição mú-

tua. Para o conteúdo de proteínas solúveis, estas afirmações são -
da mesma maneira aplicáveis na simples observação da Tabella 11, on, 
de para interação RxC temos valÔres de F significativos, com exce
ção do tempo 12 horas. A variação no conteúdo de protefnas solúveis 
e na atividade de peroxidase devido à interação, são mostradas nos 
gráficos C e D e comparadas com o contr;le R. Nestas representa-
çÕes gráficas pode-se observar como o comportamento das curvas R1+o 
(2) e R2 + C (3) é diferente em relação às curvas obtidas para os 2.
feitos isolados mostrando uma tendência de efeito intermediário en
tre os mesmos. 

Também bastante comprovantes dêste efeitos isolados da ra
diação e cisteina, e combinados, são os resultados obtidos para me
didas transversa�s do estelo em duas regiões, em caules de 72 horas 
de idade. A variação de vida a cada tratamento foi altamente signf_ 
ficante conforme as Tabelas 14 e 15, e Tabelas 16 e 17 quando comp� 
radas com o contrÔle R. Os Gráficos E e F ilustram essas diferen-o 
ças. 

As eurvas 2 do 
tam comportamento dual, 
co D (tratamento R2, 35
to ê, para os tempos 24 

Gráfico 6 (tratrunento �' 5 Krad) apresen� 
quando comparadas com as curvas 3 do Gráfi

Krad), ambas em relação ao eontrÔle R. Is-
o 

e 36 horas, a dose 5 Krad induz aumento de 
atividade enzimática, enquanto que nos tempos 12, 48 e 72 horas pr,2_ 
voca decréscimo em relação ao contrÔle R0• A explicação par-a êste -
fato será ligada com a ação da peroxidase no meio celular, correla
cionando-se com os dados das medidas do estelo e conteúdo de prote! 

-

nas solúveis. 

Sabe-se da literatura que embriões normais de milho, o co!l 
teÚdo de prote{nas solfiveis aumenta com o aumento progressivo da "" 
germinação, o mesmo acontecendo com o conteúdo de earbohidratos so
lúveis no embrião no período de 72 horas (INGLE et al., 1964). Por 

--

outro lado, sabe-se que hormônios como giberelinas existentes no e!!!. 
brião aceleram a atividade de e.milase e protease �o endosperma (cf. 
PRICE, 1970). A radiação como vimos (ambas as doses,� e R2) pro
vocam aumento de prote!nas solúveis.em relação a R (Gráficos CeD) 

o 
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em plantinhas de ervilha mostrando que os processos acima citados� 
são acelerados 1 levandà consequentemente a um aumento na matéria -

' . ' • 
1 1 prima necessaria a construçao ce u ar. 

Considerando-se que em dose R1 o comportamento da curva 2
(Grâfico C), é dual em relação à curva 3 (dose R

2
, Gráfico D) quan

do ambas são comparadas ao contrÔle R, podemos afirmar que o aume_n\ o 
to da atividad� de peroxidase (tempos 24 e 36 horas) provoca deseoa, 
trÔle e diminuição da divisão celular (que est� ligado ao contrÔle 
genético). KUZIN, 1961, irradiando fÔlhas de Vicia� com 40 Krad 
verificou que o efeito foi o de diminuir o conteúdo de DNA, e a di
visão celular nas regiões meristemàticas. Por outro lado, sabe ... se 

que a irradiação pode também aumentar a atividade de hormÔnioa após 
irradiação de sementes de aveia (PICCIURO et alia, 1964), e em bata 

-- -

tas nas primeiras 48 horas (USSUF, tl�, 1971). o que provàvel-
mente induz aceleração daquêles processos metabólicos desc�itos por 
PRICE (1970), e INGLE et alia, (1964) para embriões normais. Veri-

--

fica-se, portanto, que os hormônios estão implicados e têm seu pa
pel importante nêstes processos que levam ao crescimento e desenvol, 
vimento do embrião. 

O outro comportamento das curvas 2 (Gráfico C), para dose 
5 Krad (11_) nos tempos 12, 48 e 72 horas, mostra que a atividade de

peroxidase deeresce enquanto há aumento no conteúdo de proteínas s,2 
lÚveis (em todos os tempos). É o que se nota no Gráfico D, dose R2
também para todos os tempos. Em ambas as doses, consider-ando o com 

-

portamente dual da curva 2 (Gráfico C) em resposta à dose� e atr� 
vés das informações de USSUF et alia, 1971; e PICCIURO et al.1964,-

_.......,._ -----

pode-se dizer que a atividade dos hormônios aumentou. 

Com relação a ação isolada de cisteina, os dados mostram -
que os efeitos produzidos são similares aos das doses de radiação -
sÔbre o aumento das regiões medidas do estelo (Gráfico E e F). Por 
outro lado, como já foi dito, na combinação RxC, os efeitos isola-
dos tendem, numa interação intracelular, a se anular tanto para o -
conteúdo de proteínas, como atividade de peroxidase, e aumento das 
regiões transversais medidas no caule: 

A cisteina, sendo um composto sulfidr1\ico, pode atuar coa, 
tra o efeito da radiação nos seguintes níveis: 



1 F� . , . • isico-quimico 

a� como removedores de radicais através da captura de -

· radicais livres;

b. atravts de reparo de moléculas vitais ativadas, por

reações de transferência de energia antes que radi

cais 11target" se tornem estáveis,

e. por combinações com substâncias sensíveis à radiação

que contenham -SH, ou -ss-, formando dissulfetos miS!_

tos, foram particular de concentração d.issulf!diaa -
, ... t' - • .,. que da a estrutura quimica das moleculas do m�io� -

maior proteção contra a radiação (cf. ELDJARN e -

PIHL , 1960 ) ;

d. diminuindo a tensão de oxigênio, provocando anoxia e

reduzindo o dano celular.

2. Metabólico

Alterações estruturais das proteinas e mitocondria, são

consequências do efeito reparador por substâncias sulfi

drÍlicas (BACQ e ALEXANDER, 1964; e NAGY et. al., 1968)
-·-

Além da propriedade de inativação que compostos sulfidrÍli 
-

cos como cisteina possuem, a interação radiação x cisteina no meio 

celular, e seus efeitos na regulação metabólica, podem ser correla

cionados com a·s seguintes ações biolÕgicas: 

a. oisteina tem a propriedade de interferir no sistema pe.

roxidase/H2o2 (RANDALL, 1946), alem de seu papel impor

tante na divisão celular (GUZMAN BARRON, 1951)�

b. compostos tiÓlicos, graças à sua capacidade redutora, -
... podem inibir a açao oxidativa catalizada por peroxidase

sÔbre AIAº
,.e. antioxidantes protetores de auxina, que sao compostos -

fenÓlicos, estão relacionados com o aumento de tiÕis -

que participam da inibição dos processos de oxidação do

AI.A (STONIER il, �•, 1970)
N , , d. a alteraçao do nivel de peroxidase parece regular o ni-

vel de AI.A na planta (MULLER, 1969, e GALSTON e DALBERG

1964). Por outro lado, a aplicação de giberelinas, em

plantas de ervilhas reprimem a atividade de peroxidase

(cf. SH.ANNON, 1968).
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De posse dêstes dados pode-se esquemati�ar a ação metabÓli, 
ca de cisteina e radiação gama e a interação RxC, na tentativa de -
explicar as interrelaçÕes dêstes efeitos com as reações metabólicas 
na regulação celular (ver esquema hipotético na figura 4). 

Setas de linha cont!nua representam a célula normal cuja • 
forma e função são determinadas pela interação entre fatôres gen�ti 
cos e externos. 

As setas de linhas pontuadas e interrompidas representam a 
ação de fatôres externos (radiação e cisteina) influindo no equipa
mento enzimático e por conseguinte na expressão da informação gené
tica que determina forma e função da célula. 

No primetro, easo verifica•se que os hormônios podem atuar 
na atividade de "template", de transcrição e proteínas especificas 
(MASUDA e KAMISAKA, 1969; ef. PRICE, 1970). Tem sido mostrado que 
os hormônios têm ação tanto no nfvel genético (síntese), como meta
bÓlioo (na função das enzimas. Assim, KEY e SHANNON (1964) verifica 

-

rrun. que tratamento com auxina leva à produção de RNA que é transfe-
rido no núcleo à fração ribossonal, sendo que muitos autores estão 
de acÔrdo que a mesma concentração que leva à elongação celular pr,2_ 
move igualmente à sintese de RNA no núcleo (NOODEN e THIMANN, 1965; 
1966; SACHER, 1965; SHANNON et al., 1964; KEY, 1964; e ROYCHOUDHURY 

--

e SEN, 1964). 

Por outro lado embora actinomicina -D e cloranfenicol iniba. 
a s!ntese de RNA e proteína respectivamente sabe-se também que o f2,_ 

nÔmeno de inserção de material plástico na parede celular, facili-
tando a elongação, não se dá através de ação genética, pois os ini-

- • A, 4' 

bidores acima citados nao agem na repressao desse fenomeno. Essa 
repressão ocorre sob ação de substâncias como oxigênio, que atuam -
ao nível enzimático e não genético (CLELAND 9 1965). 

Outro fato que também mostra a ação hormonal ao n!vel enzi:_ 
mático, é a dependênoia que existe entre o 'embrião e o endosperma -
na hidrólise de carbohidratos a qual é controlada pelas giberelinas. 
Foi demonstrado que as giberelinas do embrião aceleram a atividade 
de amilase e protease do endosperma (cfc PRICE, 1970)º O mesmo se 
pode dizer da ação de peroxidase sÔbre o contrÔle do nível de AIA -
11in vivo 11 (RAY, 1958) • 
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Dessa maneira o segundo caso (setas com linhas pontuadas), 

se torna claro, onde se considera que a radiação atua diminuindo a 

atividade de-peróxidase (a qual normalmente reprime a ação de horm.§. 
nios) e consequentemente diminui a oxidação de AIA, que tem sua s!a,

tese acelerada, desencadeando consequentemente um maior número de -

síntese, hidrÓlises e portanto maior crescimento. (Considere-se o -

crescimento transversal do caule, embora, em dose de 5 Krad o com
primento do caule aumente, e em dose de 35 Krad diminua). 

Num terceiro caso (seta com linhas interrompidas), a pre

sença de cisteina (com radiação) mostraràm pelos dados do presente 

trabalho, a tendência da atividade enzimática retornar ao nfvel do 
� , controle, o mesmo acontecendo para as areas de tecidos medidos tran� 

versalmente nos. 
dos: 

caules. Êstes resultadôs podem ser assim explic� 

a. considerando diminuição da atividade de peroxidase devi . -

do à radiação, excesso de tiÓis podem funcionar revera!
-

aelmente acelerando a oxidação de AIA (STONIER et' alia,
--

1970), ou

a. os tiÓis podem, por algum processo deJproteção, como os

já discutidos, atenuar o efeito da radiação, diminuir a
ação depressora, e levar à reativação da atividade de -

peroxidase. Consequentemente o processo de oxidação -
dos hormônios se reativa levando a restabelecer o cres

cimento normal. Isso pode ter sido alcançado pela nor

malização dos sistemas enzimáticos responsáveis pelo a�

mento da plastificação celular. Dêsse modo, se poderia

dizer que a radiação e cisteina, isolados, interferiram

no metabolismo celular ao nfvel enzimático e não genét!,

co, e que a interferência é nos hormônios, pois como já

foi citado, hormônios estão relacionados com a elonga-

ção celular, e que o aumento de material plástico na p�

rede celular não depende de mecanismo genético. Pode

-se dizer também que o aumento nas medidas transversais
do estelo observado devido à aplicação de cisteina e r�

diação isoladas, foi devido a alongação celular e depo

sição de matéria nas paredes e não ao aumento do nÚmero

de células.



6 � CONCLUSÕES 

As seguintes conclusões gerais podem ser aduzidas: 

6.1� O efeito da dose 5 Krad foi dual em relação ao contrÔle, -

aumentando a atividade de peroxidase nos tempos 24 e 36 h.2, 

ras e diminuindo nos tempos 12, 48 e 72 horas. 

6.2. A dose 35 Krad diminuiu a atividade de peroxidase com o -

transcorrer do tempo, em relação ao contrÔle. 

6.3. Cisteina adic:ionada ao contrÔle provocou distúrbios na s!E,_ 

tese dé proteínas solúveis diminuindo o conteúdo das mes

mas nos 11seedlings11 em relação ao o.ontrÔle. 

6.4. A diminuição da atividade de pero�idase, com o tempo, pro-

vacada por cisteina no contrÔle foi aparente. 

6.5. O conteúdo em proteínas solúveis aumentou com o tempo nos 

tratamentos com 5 Krad e 35 Krad. 

6.6. A interação radiação x cisteina de maneira geral mostrou -

atividade de pe ' t � 1' · que para conteudo de pro e1nas so uve1s, e 

roxidase, o efeito foi intermediário entre 

dos de dose 5 Krad e 35 Krad e cisteina. 

. -

(\quêles isola--

6.7. A cisteina e radiação aplicadas isoladamente aumentaram as 

áreas de tecidos medidos transversalmente no estelo em re

lação ao contrÔle, e a interação radiação x cisteina redu

ziu a intensidade daquêles efeitos isolados. 

6.8. Os aumentos a que nos referimos no parágrafo anterior 

riam devidos à expansão celular e deposição de material 

plástico nas paredes, em consequência das alterações em 

se-

..

processos enzimáticos, e não no aumento do. número de célu

las. 



7,. RESUMO 

7.1. O presente trabalho teve como objetivo o estudo do efeito 
biológico da combinação de radiação gama (doses de 5 a 35 
Krad) e cisteina na concentração de 10-3M sÔbre a ativida
de de peroxidase, conteúdo de proteínas solúveis e altera
ção em regiões transversais de tecidos do estelo de "seed
lings 11 de Pisum sativum L. var. Perfectah - IAC-170, As ol 
servaçÕes foram feitas durante 3 dias em intervalos de 12 
horas apôs a irradiação e embebição das sementes, que rec.2., 
beram os seguintes tratamentos. 

7.3. 

R (contrÔle) 
o 

R + C (ausência de radiação e presença de cisteina)o 
Rl (dose de radiação - 5 Krad)

Rlé C (combinação de radiação e cisteina) 

R2 (dose de radiação - 35 Krad)

R2+ C {combinação de radiação e eisteina)

Os dados revelaram que: 

7.3.1. A dose 5 Krad induziu efeito dual sÔbre a ativida
de de peroxidase, a qual aumentou..nos tempos 24 e 36 
horas, e diminui· nos tempos 12, 48 e 72 horas .em 
relação ao contrÔle. Por sua vez, a atividade enz,i 
mática diminuiu em todos os tempos estudados quando 
se aplicou a dose 35 Krad. 

7•3o2• O conteúdo de proteínas sol6veis aumentou em todos 
os tempos estudados nas duas doses de radiação apl_i 
cadas. 

7.3�3. A combinação de radiação gama e cisteina mostrou i!l, 
teração estatisticamente significativa. Verificou
-se uma tendência a diminuir os efeitos provocados 
pela radiação e cisteina isoladamente, tanto em at,!_ 

.,. ·f! vidade de peroxidase como no conteudo em proteinas 
solttveis, e regiões transversais de tecidos do est.2., 
lo. 



7.3.4. �a.nto <(tS doses de radiação como cisteina aplica.das 

iso.,J,a<iainente ,:Provocaram aumento de regiões transvé::_ 

sais de tecido� do eetelo 9 enquanto a combinação de 

tratamentos RxC levou à diminuição daquêles efeitos 

isolados .. 
7.�.5. tstes resultados são discutidos em têrmos de impli•

cações enzimáticas envolvendo peroxidase, nível de 

auxinas, e aumento do material plástico das paredes 

celulares e 



8. BIOCHEMICAL AND MORPHOLOGICAL ALTERATIONS INDUCED BY GAMMA IRR!

DIATION AND CYSTEINE IN PEA SEEDLINGS (PISUM SATIVUM L.)

SUMMARY 

8.1. The aim of this work to study the combined biological 

effeots of two doses of gamma irradiation (.5 and 35 Krad) 

and 10-3M cysteine concentration on peroxidase activity ,

soluble protein content, and the morphology transverse -

sections of stem tissue of Pea seedlings (Pisum Sativum -

L. var. Perfectah - IAC-170). The measurements were made

during 3 days at intervala of 12 hours after irradiation

8. 2.

and soaking of the seeds. The seeds received the 

wing treatments :

R 
o 

R +C 

Rl 
R1+c

R2
R2+C)

-(control) 

(without radiation and cysteine present) 

(radiation dose - 5 Krad) 

(radiation and cysteine combined) 

(radiation dose - 35 Krad) 

(radiation and cysteine combined) 

follo

8.3. The data revealed: 

8.3.1. The dose of 5 Krad induced a dual effect on the 

peroxidase activity which decreased in the first 

12 hours, increased between 24 and 36 hours and 

then decreased again between 48 and 72 hours, in 

relation to the control. On the other hand, the 

peroxidase activity decreased throughout the ex

periment, When a dose of 35 Krad was applied .• 

8.3.2. Soluble protein content increased throughout -the

experiment at both doses of irradiation studied. 

8.3.3. Thc combination of irradiation and cysteine showed 

a statistically significant interaction. When 

combined, there was a tendency to diminish the 

effects of irradiation on and cysteine alone. as 

measured by the activity of peroxidase soluble 

protein content, and morphology in transverse 

sections. 



8.3.4. Cysteine alone was justa effective as the two 

irradiation doses cysteine induoed an increase in 

the area of the stele, while in combination with 

irradiation (RXC) brought about its reduction. 

8.3.5e The results are discussed reference to enzymatic 

implications, which involve peroxidase, auxin 

level and the increase of material in cellular -

walls. 
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