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INTRODUCED

As gsementes, caracteristicamente, apresentam
quantidades de reservas de metabolitos suficientes para
suprir a plantula durante a fase inicial de crescimento e
desenvolvimento, até que esta, cono planta fotossintetica

SEU Dro-

mente autotrofica, torne-~ge

rio alimento. Tais re ag de
rio aliment lais reserv S

w s “ .o
postos de lipldeos, protelnas, carbo:

ACK, 19783 .
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Dentre astas, as prote

e}

em termos de valor nutriclon

animal, decorrente da carencia de alguns aminoacidos

esgenciais (KAUL et ai., 1870). Este problema tem ge-~
rado grande interesse no campe da pesquisa, quando se sa-

" . Py P c e T RN i b o
be que ceprca de 70% do proteing consumida polo homen ¢ de

origem vegetal (KAUL, 1973) evidenciando-~se, portanto, a

importancia da semente de plantas cultivadas como fonte

de alimento (BLACK, 1878}, Segundo JALLL e TAHIR (1973},

ng cersals contpribuem com cerca de 50% e as leguminosas

< . . IV R Et g B o, ey o
cios a nivel mundial. Embora o
congideravelmente allo nag leguminosas , quando comparado

com os cereals, sua producac ainda e relativamente baixa.

¥

O cereais sac, de umn modo geral, deficientes no



aminodcido essencial lisina (NELSON, 1969), contrastando
assim com as leguminosas, onde o teoy de lisina & peral-
mente alto. Por cutro lado, as leguminosas sao carentes
ne aminodcido metionina, enquanto que os cereals contém

-

niveis mais elevados deste amincacido (RECUM, 1968)., Por

. #* . o " L

este motivo, as profteinas de cereals € leguminosas Tam
o ® L3 e "

mutuamente um efeito suplementay em termos de Aminoaci-

108 .

0 procesgso de desenveolvimento da semente envolve

- o 3 e - i b < e g
a sintese de multas proteinas como as enzimas que particl

Ead
proteinas de pee

pam do metabolismo celular & as chamadas
BErVa. Nas plantas cultivadas de importancia economica,
destaca-se a semente come © orgao que apresenta maior con
- ’y P T ha . "] . - - o B 3
centracac de proteina. For exemplo, sementes maduras de
“ 4
leguminosas geralmente apresentam teores de proteina &1

torno de 25 a 30% (EVANS e GRIDLEY, 197%), em cerlos oCa-

sos chegando a atingiy ate 50%, como 4 soja

1964).

0 actmulo de proteinas em sementes, varia em
no de 1 a 4 mg por dia, num periodo de aproximadamente
25 a 35% Jdo Tempo necessario para a naturagao das  semen-
tes, como foil constatado em  Plsum sativuwm (BREEVERS @

POULSON, 19723 BASHA e BEEVERS, 1976), Piaum  arvense

(FLINN e PATE, 1968), Viedia faba (MILLERD et al., 1971



WRIGHT e BOULTER, 19723, JZea maye (MURPHY e DALBY, 1971)
e soja (HILL e BREINDENBACH, 197%).  Nessa fase de acumu

ot - -
lo de proteina, as sementes necessitam de um grande supri

enio e fornecido pelas

b

mento de nitrogenio.  ILsse
raizes e folhas, e € transportado através do xilema &
floema para os frutos (PATE, 19735 LEWIS e PATE, 19737,
A produgac des sementes depende em grande parte, da efi-

ciencia do processo onde partes vegetativas da planta con

ento dos  frutos

tribuem com nutrientes para o de

(MORT, 1981).

A principal forma de nitrogenio utilizada pela
planta e o nitrato, o qual & absorvido do solo pele siste
ma radicular. Entrﬁtantﬁﬁlaata forma de nitrogeénio nao
pode ser utilizada pelas sementes, uma vez que estas 8&0
incapazes de reduzir nitratce (SCHLESIER, 1877, MOEL,
19817, 0 orgao reconhecido como o zitio de vedugao £
assimilacao de nitrato eﬁ muitas plantas ¢ a folha (BEE-
VERS, 1876), embora as raizes contribuam de uma manelra
significante em algumas espécies. A contribuigac das
raizes parece egtar ligada & sua capacidade de reduzir
nitrato, de modo que, guandce esta capacidade for ultrapas

sada, o excesso e translocado atraves do zilema para sepr

reduzide na folha (PATD et «l., 137473,

s

P \ “ ki -
Alem do nitratce, o ion amonia

Lar

uma fonte importante de nitrogenico para a planta, princi-



palmente para aquelas especies adaptadas a solos acidos

ricos em materia organica, onde a amdnia parece ser a for

s s p . - oy - n S
ma principal de nitrogenio digponivel (PATE e¢ al., 1974).

Porem, esta forma de nitrogénio nio se encontra nas vias

de transporte da planta, mesmo que seja cultivada em pre-
. o u - - v o ey . T e T e et T

senga de altos nivels de amonia (EVANKOV e LNGVERSEN,

da ralz  em

18710, Isto sugere gue, embora a capacld
reduzir nitrato seja Llimi ta513 a assgimilacao da amonia

nao e (WALLACE e PATE, 1867). Provavelmente um silste-

ma eficiente tornda-gse necegsarlio nae raiz para praeven

it

reagoes toxicas da amonia,

Outra forma de nitrogénio disponivel 4 planta e
o nitrogenic atmosféricoe, e apenas as espéeies que formam
associagoes simbioticas com bacteérias fixadoras de nitro-
génio sdo capazes de aproveita-lo (PATE et al., 1969) .

Um exemplo importante deste & a assoclagao Ehizobium ~ Lo

guminogae. A fixagao do nitrogenio atmosferico negte

102

sistema envolve, também, a reducao do nitrogenio para am
nia que, por sua vez, e rapldamente asgimilade na  forma
organica pelos tecidos do ncdulo, os quais sao considera~

"

dos come o sitio de fixagac de nitropenio (8COTT et al.,

19763 .

Além dos produtos de m“ﬁﬂqu & ailacao do ni
& bt o

contar com  ni-

trogeénio inorganico, a semente pode al

trogénio reduzido na forma de aminoacidos, proveniente da
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degradagao de proteinas em orgaos senescentes. Durante
a senescencia foliar, por exemplo, ocorre una quebra rﬁp&
da da proteina (PETLRSON e HUFFAKER, 1875: TELLER et al.,
1977; STOREY e BEEVERS, 1977; THOMAS, 1978) e, concomi-
tantemente, um aunento na concentracao de aminodeides no
fleema (HALL e BAKER, 1972, PATY of al., 1974y VAN DIE
et al., 1975), A correlagao entre depradagio de protel
na e a formagac de asparagi em folhas, foi notada pela
primeira vez por MIYACHT (1897, <n LEA e MITLIN, 1980) .
Cutros trabalheos mostram que ccorre uma sucessao de pea-

wd - L .
cedna com formagac  de

coes envolvendo a degradacac de pro
glutamina, asparagina e finalmente amonia (YEMM e WILLIS,
19567, Isto significa que, provavelmente, estes compos
tos sejam os produtos principais da degradagic de protel-

na, o quails sao transportados através do floema dag fo-

lhas para oz frutos em desenvolvimento CUHOMAS. 19783,
1 F

Cs produtos da reducac e assimilacao do nitroge-
nio incrganico sao transporta
oy ¥ - : - N . ."& o
organica, sainde das raizes e
de tTransporte seja do xilem

19753, De um modo geral, o3
&y w

tituemr o maior componente da seiva do wilema, embora sua
concentragiao situe-se em torno de 0,00 a 0,2% (p/v). For
outro lado, a concentragac de nitrogenio na seiva do floe

i .

ma e de 10 a 20 vezes maiocr (DIE e WILLEMSE, 18753 PATE

P



et al., 1975; PATE, 1870). De gualguer forma, a nutri-
gao dos frutos parece depender mais do floema do gue do

ligagoes com

xilema, uma vez que os frutos possuem poucas

oo

{3
)

i

el
p—
2

o xilema e nac transpivam (PATE et «l., 7

Os principais solutos nitrogenades transportados
sao altamente especificos daguelas ecspecies de plantas
onde 0s conteudos do xilema e do {loema foram exeminados
am Um mesmno grupo. Por exemplo, em nuitas @sp@eiﬁﬁ de
plantas as amidas glutamina e asparagina constituen a5

principais formas de nitrogenic transportado {(BEEVERS,

1879y MITLIN e LEA, 18773 PATE, 1330), Ho  caso de

Batura (LEWIS, 187852, miiho {(ARRUDA e SILVA, 1979) e ceva

o - - - - . ol - -
da (TULLY e HANSON, 1978}, & glutanmina ¢ a forna predoml

ot

nante, com apenas tragos de Ja no caso de

LS

leguminosas, a amida que se destaca ¢ a asparagina, repre

sentande mais de 50% do nitrogenio translocado, como

verificado em Lupirnus albues  (PATE et al., 1974; ATKING

et al., 1875}, Pisum arvense WALLACE, 1896u), P7
sum gativum (LEWIS e PATE, 1973}, scja (STRERTER, 1972,

WHITE et al., 1981) e Medicago sativa (LEA e SMITH,1872).

Em leguminosas nao tropicais como o Lupinug,
cerca de 60 a 70% do nitrogeénio no xilema encontra-se na
forma de asparagina, muitas veres presente no limite  de
sua solubilidade, independente se o nitrogenioc é derivado

da fixacdo de nitrogenio ou da assimilacio do nitrato



(PATE, 1871). Entretanto, em certas leguminosas tropi-
cais, o principal composto nitrogenadoe encontrado Nas
vias de transporte muda de acorde com a fonte externa de
nitrogenio (MATSUMOTO e al., L9775 OHYAMA e KUMAZEWA
19785  HERRIDGE e! al., 1978). Quando a planta & nodila

da, e portanto utiliza o nitrogenio derivado da  Fixacio,

e}

HER
~

a asparagina de selva substituida pelos ureldeos (THOMAS
e SCHRADER, 19810, O cultivo dessas leguminosas tropi-

caig em presenga de nitratc, o qual inibe & nodulacido e,

conseguentemente, a fixagao de nitrogenio (ATKINS e PATE,

. o P L :
1878), reduz a concentracgao de ureideos a nivels murto
baixos,de forma que a o torna-se & foyma de ni-

trogénio predominante nes

15749y,

Embera cenhecidos de lonpga data como importantes

. : - " P
compestos nitrogenades em varias plantas, os urerdeos
(alantoina e &cido alantdice) 86 foram estudados male
intensivamente apos o reconhecimento de sua importancia
como produtes da fixagao de nitrogénio em leguminosas tro
-

picais como soja, feljdo de corda e Phageolus sp. (THOMAS

e SCHRADER, 1981).

No caso da soja, foi verificade que 86% do nitro
genio existente na seiva do xilema encontra-se na forma de
ureidecs, quando a planta ¢ totalmente dependente da fixa

gao de nitrogenio (VAN DER DRIFT e VOGELS, 19663 NIRMALA



e SASTRY, 19703 MATSUMOTC et «l,, 1977; HMcCLURE @
TSRAEL, 1979}, Segundo ISHIZUKA (1977), o nitrogenic na
forma de ureideos aumenta predominantemente durante a £i-

eficientemern~-

xagac de nitrogénio, e nas sementes & mal
o . s - e s
te usado na produgao de proteinas do que o nitrogénio na

forma de aminoacidos ou nitrato,

A assoclagdc da sintese e transporite de ureldeos
com a fixagao de nitrogeénic atmosférico em leguminosas
tropicais fol bastante estudada principalmente em  soja,
MATSUMOTO et al. (1977 a b) demonstraram o acumulo de
ureideos em varias partes de plantas de soia noduladas,
enquanto que plantas naco-noduladas continham niveis bas-
tante inferiores. Tratande soja nodulada com acetileno,
que & inibidor competitive da fixacio de nitrogénio, elelely
re um decréscimo significants na quantidade de up@fd@wﬁ
existente na seiva do xllema (ISRRAEL e McoCLURE, 19800,
Bvidencias mals diretas quanto a essga associacdo Foram
obtidas por CHYAMA e KUMAZAWA (189793, quande verificaram

»:l» g.a i & & * * « - Ll Y
que o N, fol incorpeorado principalmente nitrogenio N
L

forma de ureideos, enguanto que usando N0, a incorpora-

L1 .

cao se deu principalmente em aspavay

A inibicao da fixagsc de nitrogenio pelo nitrato
en soja (MATSUMOTO et al., 19773 McCLURD o ISHADL, 1977)
e em outras leguminosas (PATE ef al., 1940, com  conse

"

« R Ll 5 - o n
quente variagao nos nivels de urel Tdeos, ja foi bem docu-



mentada. Un estudo com  Vigna wungutoulata demnonstrou
- P w " 3
que plantas noduladas tratadas com niveis de nitrato e
faixa de 0 a 20 nM leva a uma diminuicac progressiva 1o
L L o P
nivel de ureideos no xilema, com aumento da concentracdo

de nitrate (PATE et al., 19480},

- N L
Alem da glutamina, asparagina e ureideos, fol

verificado que outros compostos podem predominar na compo
sicao do sistema vascular em alguns casos isolados, por

exemplo, y-metileno glutamina em amendoim (FOWDEN, 1956},

citrulina em L. albus (PATD, 1971) e avpginina em algunmas

ol it I T s VoA PR %o . f'.”’ A s -
arvores (TROMP e OVAA, 1879, O alcaloides transportam

1L No K3

quantidades significativas de nitrog

tas especies de plantas, enguanto que o asnincacido homog-

garina se destaca em eprvilha {(PATE, 1980),

0 exudato do floema de alpumas nlan

tag apresenta grande quantidade de proteinas, 10 mg de
proteina por ml de exudato de (Cueupbiic (CRAFTS e CRISP,
1971), mas estas nao sac consideradas como constituintes
moveis (ZIRGLER, 18785). O componente enzimdtico no exu-

dato do floema sugere a possibilidade de transformagao du

rante a passagem por este (ZIEGLIR, 18757,

ApOs o reconhecimento da asparaginag, glutamina

e ureldeos como importantes formas de nitrogenio trans spor

tados, dentro da planta, surgirvam trabalhes visando escla



ws

recer o modo de utilizagao desses compostos nos sitios de

L=

i

CONSUMO . 0 estudo da metabolizacao da asparagina tem s

apresentade como um dos mais dificeis, apesar de sua posi
gao de destaque entre os amincacidos nos vegetals ser co-
nhecida a bastante tempo. De fato, & alta concentracao
deste aminoacido em algumae espécles de plantas, como & o
caso da  Asparagys officinales, foi a razdao que levou ao
isolamento da asparaginag como o primeiro aminoacideo iden-
tificado (DELAVILLE, 1802 <rn LEA e FOWDEN, 1975), LEA
gt al (1968) e THING e ZSCHOCHE (1970) superiram que a
asparagina ndc € metabolizada pela planta, sendo apenas
um constituinte de proteinas. Para RIJVEN (1556}, a
asparagina agiria somente como uma fonte de nitrogénio pa
ra o crescimento de embrices Jovens. Eptretanto, tem si
do possivel cultivar tecidos vegetais com asparagina como

inica fonte de nitrogenio, como & o caso de cotilédone

isolados de leguminosas (MILLERED eé al., 1975, THOMPSOHN

et aley, 1977 e LEA et al., 1979 b}y Spirvodela oligovrhisa

{FERGUSON e BOLLARD, 1869} e lLemma minor (OTDWARD, 1972),
0 gQue sugere queé a asparagina pode ser facilmente metabo-
lizada.

Para explicar o metabolismo da asparagina LES& e

MITLIN (1980) consideraram a participagao

L o . e a
sivels enzimas: asparaginase, asparagina

se e asparagina amidatransferase., LIES e BLAKENEY (1870)



u)buf(ﬁﬁﬁc_ﬁ am  extrato

detectaram a atividade da

cru de planta  Delichos lab lab, sendo que a malor ativi-

dade ficou distribuida entre e nodulos das plan-~

tas. Nos nodulos a atividade da asparaginase fol encon-

trada na fragao do bacteridide. Tpual distribuicac des-

i

ta enzima foi demonstrada nos nodulos das plantas de soda

L

¥
i

por STREETER (1877}, Entretanto, apesar dag muitas ten-—

tativas, nenhum dos trabalhos referentes a ABTAEAPAELNAES
¥ i &

.

demenstrou gue a enzima apresente atividade ficati-

el

va. Porem, uma preparagac muito ativa foil detectada e

caracterizada em sementes imaturas de Lupinus polyphylius
(LEA et al.,, 1978). A enzima foil purificeda cerca de
500 vezes e mostrou ser especifica para aspavagina.
ATKINS et al. (1978) também detectaram a presenga de enzi
ma em extrato cru de sementes imaturas de Lupinwue albus.
Tentativas foram feitag por BEEVERS e STOREY (1976) &
LEA et gl. (1978) para detectar a presenca da enzima  en
sementes de ervilha e de outras lepuminosas, mas gem su-
CEESC., Recentemante, SODEK et af. {1980) mostraram indé
cagbes da existéncia de atividade da asparapinase, atra-
vés da necessidade do fon potassic, em cotilédones e tegu
mento de gementes Imaturas de ervilha e cutres leguming-
Sas. A atividade da enzima encontrada nos cotilédones
demonstrou ser suliciente para fornecer todo o nitrogenio

-t . Ll i
necessario parda a acumiulagac de protelina na semente duran

i 8T 1N

te o pericdo de maturagac. A presencga de uma enzima



g ey

sementes de ervilha, capaz de metabolizar Sparapging,
explica o crescimento de cotiledeones isclados de epvilha

e soja quando mantidos em cultura com como uni

ca fonte de nitrogénic (MILLERD et «l., 1975 THOMPSON
et al., 1977 e LEA et al., 1979 4. Utilizando inibido-

@

JOGAT , LEA et

res especificos da glutamina sinteta
al. (1979 b)) conseguiram demonstrar que a amdnia 1iberada
pela asparaginase e reassimilada via glutamina sintase

. o s
antes da sua ADCQUROTAacan am }:‘f)ﬁ}’f!(ﬁ}"iﬂ' elhnaE Na semaenta,

Quanto a segunda enzima possivelmente envolvida
na utilizagao de asparagina, a asparagina &mimmtfs stera~
se (transaminasel [ol detectada em extrato cru de tecidos

de planta por MEISTEE et al. (1957) e WILEON et al,(1054),
Entretantc, estes trabalhos tiveram por obletlivo o estudo
das transaminases em geral, uma ver que as aminotransfera
ses sao conhecidas por terem miltinla egpecificidade
(WIGHTMAN e FOREST, 19783, [ato velo mostyrar que existe

a possibilidade da aspavagina (como qualouer outyo aminoa

SR 3 S AN W IT

cido) de agir como um substrato para e

Una transaminase envolvendo especificamente a
asparagina foi detectada por STREETER (1877) em extratos
de folha de soja. O estude gobre a enzima revelou que,
dos 2-oxodcidos normalmente encontradcs neste tecido, O
piruvateo foi o mails ative como receptor do grupo alfa-ami

& seguinte:

e}

~
3

ne da asparagina. A reagao proposta



ASPARAGINA + PIRUVATO s e

A enzima ra;pons&vei pela
o acido Z-oxosuco

~gcetato e amonia, foi também de

Atravées de estudos real

de ervilha, LLOYD e JOY (1

wn camninho

gao da asparagina como

arida en folhas. ¢ produto

deaminade, mas este estudo

composto fol reduzido para

&

ado

posterior degradagac em amonia e

a localizacgao da
PR
DALXGE i)

. W o
dos revelaram niveis

lha, quando comparadag @om a

pendente do ion ps;‘”t,f% ssio (IRELAND e JOY,

Quanto

FOWDEN (1975 @, b}, a asparagina

poseivel presenga em tecidos vegets

1974, em estudos sobre a enzi

Esta enzima transfere o grupo

WART

sara f-oxoslutarato SOTEMN
b 24 9 B

4

et al. (1874} e DOUGALL

poderia substitulr a

MIFTLIN e LEA (1975) mostraram gue &

J

cindamie Ge & gua Tra

Lrzados

HTEY oonlir

LmGROGUG
demonstrou que a
2-nidroxis:
fmade
asparagina transamine
semen

atividade

A tercelira enzima consg

amidatransfiorase,

vma gluta

(1974) verif

glutamina na

SUCCTNAMICO + ALANIHA

utilirzacao do produto,
waformacac em oxalo-

teotada,

-

.l
com N oem plantas

maraln @ trangamiing-

importante na guebra da

5 e g o - s
cinamato pode ser

malor parte

jT”w

mato

il

f;;

Hohe

i“s‘

sobre

go em outros teoi-

teg dmaturas de epvi-
da asparaglinase

idevrada por LEA e

DU

aventads £11

amidatrans fera-

da glutamina

et al, £1980)

LOEPan U A

PeACHO .
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de asparagina na reacao fol dev quantida

de de aspartato come conteminante da asparagina comer-
cial. A asparagina, cromatograficamente livre de aspar-
tato, nao substitul a glutamina na reacao, impondo sérias
dividas quanto a existéncie desta ensima. Loborda nao te
nha sido inequivoca a demonstracio da existéencia de uma
asparagina amidatransferase, a possibilidade de sua pre-
senga nao pode ser desgcartada, uma vez que parece ser bem
mais razoavel a transferencia direta do nitrogenio amida
da asparagina pava evitar a reassimilacdo da aménia, o

et i . .
que e necessario no case das outras duase enzimas, aspara-

ginage e asparagina aminotransferase (LEA e MITLIN,

De qualquer forma, a lzagan  da

@ - 4 " ;
nos sitios de consume de planta pode ser resu
3

balho de IRELAND e JOY (18810, que demonsiraram & ilmpop-

", . o et N P
tancia da asparagina transaminase em folhas, raizes

]

vagens. Nag sementes em desenvolvimento, a asparaginase

I3 i »

& a principal responsavel pelo metabolismo deste aminecacl
do. Um esquema proposto para o metabolismo da asparagi-

na em semente esta mostrado na papgina segu.

A utilizacac da glutamina pela planta parece

envolver a enzima glutamato sintase (GOGAT). Ezta enzi-

mz fol recentemente descritsa (TEMPEST et «l,, 19703, mas

cua atividade tem sido facilmente demonstrada em alguns
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ASPARAGINA GLUTAMIHNA 2-0X0GLUTARATO %§www$AC&ROSL
\

(ASNase) {(E5) (GOGAT)

2> AMONTA <ol

3,
ASPARTATO GLUTAMATO GLUTAMATO M‘;:} PROT, mwwﬁ%& AR

TRANSAMINACAD

tecidos de plantas, tais como folhas (LEA e MITLIN,19747%,
raizes (FOWLER et al. 19743 MIFLIN e LEA, 1978)3; nddulos
{ROBERTSON et al., 1970)e em culturas de tecidos vegetais
(DOUGALL, 1874). BEEVERS e STOREY (19763 verificaram a
presenca da enzima em cotilédones imaluros de ervilha.
GOGAT & a enzima que cataliza a transferéncia do Zruapo
amida para o-cetoglutarato formande glutamato, o qual po
de fornecer o grupo amino para a bicssintese de outros
aminolcidos via reactes de transaminase (veia esquena

acimal. S0DEX e SILVA (1877}, sugeriran gque a enzima

GOCAT desempenha um papel impt no metabelisme do ni

trogenio em endosperma de milho, onde

portado na forma de glutamina, se torna



3]
b

- . ) | .
sintese de outros amincacidosg,

Quanto a utilizagdc dos ureidecs pelos  frutos,
ou qualquer cutro orgaoc da planta, ainda nio asta bem
esclarecido, talvez seja porque estes compostos apenas re
centemente ganharam importancia em plantas apasar de tersnm
sido descobertos em 1930 por FOSSE e colaboradores {in
THOMAS e SCHRADER, 1981}, O esquema abaixo, elaborado
por THOMAS @ SCHRADER (1981), resume conhecimentos sobre

o metabolismo destes composgtos em microorganismos.

ALANTOINA

Alantolinase

AC., ALANTOICO

Alantoato

Alantolicase

/
URETA + AC. UREIDO GLICCOLICO  URRIDOSLICINA + NH., + CO,

Ureidoglicolase 0

\

REIA + GLIOXILATO = URETDO GLICOLATO + NH
=

]

Ureage K\a\ Alantolconse on
\\‘»
\\\ slioolasea
",

Co, + ZNi

Como podemog observar no esquema acima, existem



P b sy R F U S R P N L o
duas vias para a degradagac dos ureideos {(alantoina e acl

do alantoico), uma envolvendo

drolase e outra envolvendo a
da alantoato amida~hidrolase € encontrada em Streptococus
allanteotcous (VOGELE, 1963 VOGCELE e VAN DER DRIPT, 19703
e em certos estirpes de Pseudomonas & DPeniedllum 5D
(VOGELS, 1963: TRIJBELE e VOCELL, 1866, For outro la-

do, a via que envolve & enzima alantoicase e encontrada

g 2 » PEUES TP Ty =
na especie Peeudomonas aerugivose UIRIJBILE e

19663 VOGLLS, 19697,

que

as duas viag levam & formmacas dos mesmog wrodutosn urela

lato. Porem, um dos giste produ-

e

e glioxn
cao de 1 mol de urela por meol de alantoina, e o outro 2

moles.

Frbora nac exista na literatura nenhuma iﬁf&?mﬁ
cao quanto a utilizagdo dos ureideos pelo fruto, hid estu-
dos sobre as enzimag possivelmente envolvidas em outras
partes da planta. Varios trabalhos tem demonstrado &

presenga da enzima alantolnase em plantas, principalmente

com relagac a associagac da enzima e os glioxissomes, ou

outras estruturas membrancsas emn células de
na degradagao de lipTdeos, come na mamona (GORDON, 19694
8T, ANGELO e CRY, 19703 THEIMER e BELVERS, 1871), amen-
doim (SINGH, 1968 in THOMAS et «l., 1980) e soja (VOGELS

et al., 1866).
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Quanto as demais enzimas envolvidas na degrada-~
gao dos ureideos (veja esquema pigina 16), existem alguns
trabalhos (VAN DER DRIFT e BOGELS, 1966, SINGH, 1868,
ECHEVIN e BRUNEL, 1973; HARTMANN e ARNOLD, 1974 in
THOMAS et al., 188035 TAJIMA et al., 1977) descrevendo a
atividade da enzima alanteicase em plantas. Porem, devi
do a problemas no metodo de ensaio, nao se pode afirmar

que a presenga desta enzima em tecidos vegetais tenha si-~

do demonstrada (THOMAS & SCHRADDR

0 fato de que os ureldecs
cos da fixagac do nitrogenio nos nddulos, desperta inte-

resse clentifico uma vez que a

fruto muda drasticamente guanto
nao. Plantas noduladas transportam nitrogenio princi
palmente na forma de ureidecs, enquante que, an
plantas nao-noduladas a forma predominante & a asparagi-
na, com somenle tragos de ureideos. hgte sistema permie-
te estudar se tal mudanga no transporte de nitrogenio po-
de influir na atividade das enzimas envolvidas no metabo-
lisme da asgpavagina e dos ureideos em frutos. 0 fato da
ndo existeéncia de dados na literatura, acerca da presenca
das possiveis enzimas enveolvidas no metabolismo da Gspara
gina e dos ureideos em frutos de sojia, & de adicional ine
teresse, principalmente em virtude das varias pogsibilida

des que existem para o metabolismo destes compostos, jus-
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tificandeo assim os objetivos desto trabalho, que gio:

enzimas asparaginase

1. Verificar a preésenga das

Imaturos

M
)
f5g}
.
e
o
o
2z
£
=+
i
O
o

e alantoinase em tecldog

de soja.

7. Verificar se a forma de nitrogenic transporta

do para os fruteos influe na atividade destas

enzimas.



I7. MATERIAL T METODOS

1. Material Vegetal

'y
i

Para o desenvolviments do presente traba-
1o, forvam usadas sepentes de gsola (Glyedine maz (L.)Merr.
cv. Santa Rosal), fornecidas pelo Instituto Agrondmico de
Campinas - Sdo Paulo. Ag sementes foram primelramente
esterilizadas em cloreto de merciric a 0,1% duvante 3 mi-
nutes, e em gseguida lavadas em dgua destilada. ADOS a
esterilizagac, as sementes foram colocadas para germinar
em potes de plastico com capacidade para 3 litros, ugan
do-gse vermiculita como substrato, Js potes e g vermicu-
lita foram cuidadosamente lavados e autoclavados a tempe-
ratura de 120°C durante 15 minutos. Para a obtencio de
plantas noduladas e nao noduladas, as plﬁmﬁuiaﬁ no  esgti-

! Te g

dio cotiledonar (10 dias} foram divididas em doils lote

ﬁ
£

um deles inoculado com 2 ml de Rhizobium jeponicum estip-
pe SMS-65 fornecido pela segao de Microblologia do  Solo
do Ingtituto Agronomico de Campinas, e o outro lote  ndo
foi incculado. Tante os petes das plantas que foram ing
culadas, asgim como o3 das nao incculadas, foram recober-
tos com uma camada de algodac hidrofilo e com uma  folha
de papel de filtro. A parte inferior dos potes Também

foi forrada internamente com uma camada de algodao. To=



dog estes cuidados foram tomados para que sze evitasge
qualquer forma de contaminagio. Durante todo o periodo
experimental as plantas foram mantidas em caga de vege g
Cao, a temperatura ambiente. Com o aparecimento da pri-
meira folha trifoliclada, iniciou-se o tratamento com so-
lugao nutritiva.  As plantas nio-inoculadas foram trata-
das com solugde nutritiva normal de Hoagland, preparada

nas seguintes concentracces:

Macponutriaentes

H,, PL - 1 mh HLTO - BOB0
RHQEJH 1 mM HoBu, PEE0 m

¥
H

£

K.ﬁ’\ft‘:},g - 5 mM MnCl, i H, 0 - 1810 mg/t

H
o

Ca(NQO,JU.H, O mh FATICIONNNY AN E B G - 220 mp/i
Wi I id .

Mgs0, . 7.H,0 - 2 mM Cus, . 8.H,0 - 80 mg/l

+ EDTA.Na ~ 33,7 mg/l

Ag plantas inoculadas forawm tratadas com solucace nutriti-

va deficiente de nitropenio, preparvada como degsoritn &



geguip:

Macronutrientas

As concentracoes de nmicronutrientes e Te-LEDTA Foram ag
mesmas utilizadas na solucao normal de Hoagland. Nos
dois casos fol feita irrigacic duas vezes por S EMETLE ,

usando-ge volume de 200 ml

- o e [ [ S " P
por pote, Nog inTervelos &g

Vina ou duas

plantas foram lrrigadas com agua

AN

verzes por semana, de acordo com & necos:
Quando as plantas atingiran o esgtadic de
desenvolvimento, da sepgunda folha trifoliclada, elas fo-

- * - - e EE L v o AT e wa . i o
ram induzidas a floragac aplicando-se fotoperigdos ourtos

de 9 horas durante 4 dias, o gue e
plantas de pequeno porte, aproximadamente unilormes.

Apds a floracao, com © aparecimento Go8

frutes, as plantas fopram utilizadas para determinacces 1

b4 x 1 st

. s . . -
silologicas e bioquimicas, onde utilizaram-se frutos de



e

(he a0 7¢ noo.

El L
nos egpecli:

2. Metodologia

2.1 -~ Avalis do Atividade Enzimatica

Foram feitas analives para a deter-

minacao da atividade das enzimas envolvidaes na utilizacas

- . . . : .
dos ureideos e da asparagina durante a fase de degenvolvi

o nao-nodoladas, e

mento do fruto de plantas noduliad

ensaics foram feitos nas vapens, coti e legumento,
desprezando-se o eixe embrionaric. Os valores foram

obtidos atraves da media de 10

tecidos foram pesados separadamente antes da extragdo. Ca

da vagem continha 2 sementes.

St " { -
Ll e laans O

o tampao imadozcl, pH 8,0, 0,5 ml de L ¢ Lomi de DTT

O tampao fol usado na e 5 oml
do, mantendo-se o naterial temperatura baixa  (0-270)

desintegra-

ApOs a pesagen do material, oo

-

dog com um honog izador Pois

B 3 ey e
25,  duran

3

15 minutos, em segulda centrifu X g, duran

H

o zobrenadarn:

te 15 minutos a 0°C. Apos a centrif



te fol utilivado para a retipada

srdo coluna  de

ra o processo de dessalinizac
Sephadex G ~ 25 (0,9 x 6,0 om) equilibrada comn o tampao
de extragac. A fragio proteica (0 ml) foi coletada para
as determinagoes enzimdticas.

Z2.1:.72 ~ Ingolo de Enzima Alantoinag-

A determinagac da atividade

da enzima alantoinase (E.C. 3.5.72.5Y fol rvealizada dogane

metodo

o b - -2 T
do~zse a formagao do produto, acldo

~
ks
D
B

serito por TRIJBE

Fenilhidra

acido alantoico ~»  ureia + glicxilato
2 omin.ptl o acide
zina e K., Fall . L - \
Y derivado 3 b coloragao vermaiha,
S 5

o

de alantoina (18 mM), 50 mM de tampao Tris HCL, pH 8,0, e
- o s " M p -
uma aligquota do extrato com um volume final de 7 ml. 0

extrato fol incubado em banho-maria a 230°C e em interva-

] - ¢ - v e ey
los de 20 minutes ate 1 hora, foram vetiradas aliguotas

da adicicnando-se  una

de 0,2 ml e a reacao fol intervomp



mistura de 0,05 ml de HC1 a 0,65 M, 1,15 ml de dgua desti
lada e, em segulda, 0,2 ml de fenilhidrazina a 0,33%. Os
tubos da vreacgao foram entac colocados em banho fervente
durante 2 minutos e depods levados ao gelo por 10 minu-

tos. A segulr, foram adiclonados 0,8 ml de HCL concen-

trado e 0,2 ml de ferricianeto de potdssic a 1,85%, com-

4
E..

pletando~se um volume final de i ml com agua degtilada.
A leitura da absorbancia da solugio foi feita em espectro

fotometro, a 525 nm, e o8 valores wassos en umoles de

PO N DU Yy
GO Raarao na ral

acide alantoico por hora, por tecido u

xa de concentracgao de 10 a 100 nmoles.

- E w . PO b . Y s pe 0y g L T SO
2.L.3 =~ Dngeio da Bnrima  Glutamina

A ativid da glutamina
sintetase (E.C. 6.3.1.2) foi caleulada pelo metodo descri
to por RHODES et al. (1978), atraves da Lormacao de
v =~ glutamil hidroxamato (reagao "sintetase") a partir do

s

giutamato e hidroxilaminae, que substitue a amonia, COTO

pode-se observar pela reagac:

Clutamato + Amonia (HONH?? A+ ATP sy Glutamina (Gluta-

mil Hidroxamatol) + ADF + Pi.



fasi]
o~

U meio da reagao  consistiu
de 1 mM de ATP, 4,5 mM de MgCl,, 0,0 nM de hidroxilamina
HCL, 7,5 mM de L-glutamato (neutralizado com KOHY, 50 mM
de imidazol a pH 7,2 e extrato enzimatico obt floteT g8 um
volume final de 1,6 ml. Us meios de rveacao foram leva-
dog ac banho-maria, a uma temperatura de 30%C, B intﬁg
valog de 0,15 e 30 minutos Foram retiradas alfquotas de
045 ml do meio de reagac, as quais foram adicionados agen
te contendo 0,067 N de HCI, 0,20 M de dcido tricloroaceti-

co e 0,37 M de F@Cl% (FERGUSON e SIMS, 1971, Fstabele~

cida a cor da reagac as amostras foram centrifugadas @

4

e

2500 x g, durante 10 minutos a fim de remover as pPro
nas precipitadas. A gquantidade de v - plutamil hidproxa-
mato fol determinada colorimetricamente a 535 nm, saben-—

do=-se que 1 umol deste produto, nas condiclus do  ensaio,

da uma absorbincia de 0,34 (MORT, 1921y},

SEAYa N
\J\’(}.{' 'i

Zol.H - Ensaio da

glutamina

foi deteps

oxe~glutarate amidatransferase

Ty

minada pelo metodo proposto por D

N -
UGAL (18783, atraves da

quantificagao do NADH oxidado pela enzima dependente da

glutamina e a-ceto-glutarato, de acordo com a reagao:

Glutamina + a~cetoglutarato + NADH-—=»2x Glutamato + NAD



0 meio de reacdo para 0

ensaio da enzima consistiu de & oM de glutamina, 5 mM de

g=-cetoglutarato, 0,1 mM de NADH, uma dlfquota de prepara-

(52
1

Iris H

gao enzimatica e 50 mM de Ay pH 7,5, com Vo Lume

final de 3,0 ml.

A veacas fol acompanhada em
[

cubetas gue permaneceram em banho-maria a 30°0, Nos din=-

tervalos de tempo de 0, 15 e 30 minutos as leituras foram

,-‘
[
=
i
-
&

feitas diretamente no espectrofotl a 340 nm. A ati

vidade foi calculada pela taxa de oxiducao do

fol caleulada urilizando~se o or
L O o
N T R AV nm N
ra o NADBH de K s 6,07,
mi

0 para a dosagem  da
atividade da enzima asparaginase (E.C. 2.5.1.1) consistiu

. 18 . . B .
am incubar os extratos com C-asparagina e determinar a

quantidade de 7 C-agpartato formado apts separacac por

cromatografia em camada delgada, segundo SODEK et al,

(19807,
0 ensaio fol realizado e

* . . . 4
micro=-tubos de centriluga de polipropileno contendo um VO

lume total de 150 pl, onde foram adicionados C - aspara



"oy
e

gina (10 mM), Tris.HC1 (50 mi) pll 8,0, KOL (50 mM) &
.

extrato enzimitico. No tempo zero {oram transferidos 75

pl do ensaio para outro tubo mantido em gelo, e o oprimei

fnta

[

[

1 hora. A roacac
s

7

ro tubo incubado a 30°C durante

paralizada pela imersdac dos dois tubos am dgua fervendo

por b minutos e, em seguida, colc para esfriar. D5

tubog foram depois centrifugados a fim do remover toda

- 5 -
proteina precipiltada.

Uit suota de 30 pl Foi

b

cada numa placa cromatografica de celulose: silica

&)

b
»
ot
g.w:‘

A
104 de acordo com TURNER e REDGWILL
grafia desenvolvida em fenol: dgua (80:20 p/v). Os ami-
noacidos foram localizados pulverizando-se a placa O
um reagente fluorescente nac-destrutive (DAVILS e MIFLIN,
1978) e observados sob luz ultra-vicleta. A Arvea cor-
espondente ao aspartato fol retirada coletando-se o oo
num disco de fibra de vidro {(Whatman GF/C) empregando um

dispositivo de sucgaoc, segundo DAVIES e MIFLIN (1978). O

disce fol introduzido num frasco de cintilacgao contendo
5 ml de mistura cintiladora (4 ¢ PUO o 100 my POPOY Lo
litro de tolueno) e a contagem de radicatividade feita em
contador de cintilagao (RBeckman L3 = 100 O3, A transfop

e
o

atraves da atividade es

o 31
i
Lia
P
H
-~
pan

magao de cpm em pmoles

pecifica do substrato marcado (50.000 cpm/umol),



“ - g . X T 2
2.2 = UDosagenm de Componentes Hao-Enzimati

i)

Lude
ot

e

10 o mesmo material, ou sar
vagem, cotiledones e tepumento de plantas noduladas @
nac-noduladas, foran determinadas as concentracoes de

- . - - -
ureildeos, amlnoacideos e proteina de acordo com o metodo

o n .
especifico de cada um.

7.%2.1 -~ Melo de Dxtracac e racio-

et

famanto

A extyagic do material vege
tal fol feita em metancl, cloroformic e Agua (MOW) nasg
proporgoes 12:5:3 {(v/v). 0 material foi homogeneizado
com 5 ml de sclvente por grama de tecide no  homogeneiza-
dopy Polytron PT 35, durante 1bh zepundos,e centrifugade a
10.000 % g por 15 minutos em temperatura ambiente. 0 50
brenadante fol retirado e 1 ml de clovoformio mais 1,5 ml

de agua foram acrescentados {estes volumes foran usados

para 4 ml de extrato). A segulr, o material ag e
tacao e, em segulda,

para a separagao da fase

parada 4 fase aguosa, o mate

i

evaporar todo o cloroformio, e enta:

(alantoina e acido alantoico) e



3

. . - " . ‘
e

tado (material que contem a [racas proteical, ol vressus-

.

pendide em MCW (% ml) e novamente centrifugade 15  minu-

“

-t .
tos. Apos retirado o solvente o precipit

TESsus—
pendido (3 vezes) em NaQH 0,1 N pore extrair a proteina.
0 volume usado de NaOll fol & mi/grama de matepial,

; - 1 - il
2ed.2 - ae Proteina

A wu?@“ﬂr existante no ex—

trato fol determinada pele metodo de "dye binding" de

BRADFORD (1976). O BSA (1 mg/nl) fol usado como padraoc.

0 reagente foi feito com 100 mp de Coomassie bl

50 ml de etapol a 95%, adicionando-se em s

de H,FO, a 85% (p/v) ¢ completande-se para 1 litro Com

ot e at
agua (HQO)B Para a dosagem de proteina,

5 ml do reagente com 0,1 ml de proteina (10-100 ugl. A

‘3,2
o
pus
-
.5
bty
I
L
Yok
i
st}
i
-
(__

- - - ;
concentragao de protelna existente nos & Tol o caloy

H;duu()""

lada atraves da cupva padrao, gue

~se concentragoes de 10 -~ 100 ug de proteina. A leitura

foi feita no espectrofotometre a 595 rum,

2.2.3 - Dosagsm Jde Anincacidos

+ Lo .
e Amineact-

Para o dos

dog, foi utilizado ¢ metodo descrito por CCCKING e YOMM

3 i

(18647, Nos tubos de reacao fovam colocados 1 ml de



ninhidrina a 5% (p/v) em metil celiulose, 0,2 ml de clanew
to de potassic a 2% (v/v) de uma solucido 0,01 M em metil
celulose, 0,5 ml de tampao citrato 6,72 M, pll 5,0 ¢ 1 ml
da amostra. 0s tubos sofreram apgitagio e, em  seguida,
cobertos com bolas de vidro e levou-se ao banho fervente
i L4 v ¢ P . . o

a 1007°C por 20 minutos deixando-se esfriar a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Apos, completou-se parya H
[N

600

ml (volume {inal) com etanol a 60% e fez-ge 4 leitura no

espectrofotometre a 570 nm.

ran caloula
dos a partir da curva padrac que fol feita com leucina
nas concentracoes de 0 a 100 nmoles.

1 -

. . v e i T
2.2 ~ Dogagem de Urel

dnosg
oy i v g g e oo T 3 I
A concentracao dos ureldeos
T . - s : = SN T QR
alantoina e acide alantoico foil determninada pelo metado

neL

bt 2

descrito por TRIJBELS e VOGELE O pr

e
117 o A g -4
1 Serle Qe

te método pode ser reswnido na seguil

100°¢C 100

- . S on - . . .
Alantoeina = ; et ey, 31 80T QLCO e - , ;
7 min., pH 127 2 min., pH acido~

Fenilhideazina
Uraia + Olioxilat ~ deriua
Jrela + Glioxilato = deriva

o

colovagac vermelha.
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D I - S— e © i ey e e g oy,
Fava o engaio dsaram-se 1

3
1
!

ml da amostra, U,2 ml de NaOil 0,5 N, L pgoia de Ffenilhidra
zina 0,33% transferindo-se a mistura para banho fervente
por 7 minutos. Em seguida, og tubos foram colocados pa-
ra esfriar em temperatura amblente, adiclonando-se 0,2 ml

s

de HCl a 0,685 N, 0,2 ml de [fenilhidrazina 0,33

o

by B Nova-

mente colocados em banho fervente durante 2 minutos e 15
. . ) - s

segundos {(tempo critico). Us tubos, foram entao colooca-

dos em gelo por 10 minutos, a seguir adicionaram-se 0,8

A

ml de HCL concentrade e 0,2 ml de ferricianeto de potds-

o deixados

sio (K?FQCN6) 1,65%, Os tubos foram
em repouse por 10U minutos, completando-se com 0,4 ml de

agua destilada o volume final (3 mll).

2.3 = Redugao de Acetilenc

Para avaliar a fixacgao de nitroge-
nio pelo material vegetal em estudo, utilizou-se a técni-
ca da redugac de acetilenc (HARDY et al., 1968, A enui

ma nitrogenase, responsavel pela redugao de nitrogenio

atmosferico a amonia tambem cataliza a redugio do acetile

o em etilenc.

As plantas foranm removidas dog  po-
w a D e 7 gy e e e o
tes e as raizes agitadas cuidadosamente papra  remover  a

maior parte da vermiculita aderida a estas. 0



a3
(%

radicular foi destacado poy intelro do caule, e imediata-
mente colocado em frascos de vidro com capacidade para
600 ml, e vedados com tampa de borracha. B seguida,
injetaram-se 40 ml de acetileno e, em intervalos de tempo
-

de 15 minutos, foram retiradas aliquotas de 0,5 ml DO

meio de uma seringa a fim de dosar a quantidade de etile-

-
fevs

no produzido. A dosagen etlleno fol feita por  meio

N

de cromatografia gasosa, utilizando-se una coluna de
Porapak N para separar etileno e acetileno. PaNc dimen-—

soes da coluna foram de 1 m ¥ 0,2 mm (d.i.3. O forno do

., o

aparelho (marca Varian, modelo 2200-D) foi mantido a

" o 0 0

110°C, o dnjetor a LHO®C, e o detector a 1L0°C, Og flu-

xos dos gases foram os seguintes: N? {gas de arraste) 40

ml/min., H, (detector de lonizacac de chamal, 40 ml/min.
; :
e ar, 1600 ml/min.. A analise de uma quantidade padrao

de etileno permitiu transformar os dados em pmoles de ace

vileno reduzido.



ITIe RESULTADOS

L. BEsterilizacac

- . e - N
Devido a facilidade com que leguminosas
como a soja nodulam mesmo sem inoculacio, Tornou-se neces

sario um trabalho para & obtencao de plantas nioc-nodula-

das, no gqual varias precaucoes [oram toms
‘ . Ll P s “
evitar qualquer forma possivel de contaminac A prie

meira precaugao foi de esterilizar as sementes que seriam

utilizadas neste trabalho.

Com esta finalidade, fez-~se um teste bha-~
geado no metodo descrito por SLOGER (1969), no gual  as
sementes saoc tratadas com EtOH a 95% durante 5 minutos

seguido por HgClz a U,1%, durante 3 minutos. Entretanto,

W

tal tratamento prejudicou muito a germinacac das sementes
{Tabela I) e, por este molivo foram testadas varias combi
nagoes de tempo para verificar a condicio menocs prejudi-
cial a germinagac. Pelos daodos obtidos (Tabela 1) veri-

ficou~se gue os tratamentos com Bi0H por 5 minutos ol

Hgﬁl? 3 minutos isoladamente, nao prejudicaram a germi

nagao. Por outro lado, qualquer
mesmo com duragac mals curta, seguida de

muiteo e germinagao, sugerinde assim algum efeito tdxico.

ok



TABELA I ~ TESTES PARA ESTERILIZACAQ DE SEMENTES DE S0JA.
Sementes embebldas em HgCl, a 0,1% e em B OH
&

a 95% nos tempos indicados,

TRATAMENTO TEMPO GERMINACAQD (96)

H0 5.0 Min 93,0
HoO 2.5 Min 93.0

HgCls 5.0 Min, 48.0
HgCl 3.0 Min 100.0
EtOH 5,0 Min, 82.0
Et0OH e HgCly 5,0 Min. e 4,0 Min. 25.0
Ei0OHe Hglly 4,0 Min.e 30 Min, 12.5
E+OHe HaCls 2.0 Mipe 30 Min, 285
EtOHe HgCly 3.0 Mine 30 Min. 60,0
EtOH e HgCly 5,0 Min. e 3,0 Min. 18.0




Optou-se, portanto, pelo uso

tos para a esterilizacao

halho,

e Nao-Noduy-

2. Obtencao

I T
Ladas

o e i
2ol = Dxperimento 1

Visande encontrarn lhores CONG L

goes para o cultivo de plantas noduladas ¢ nao-noduladas,

Rl T A
Ehivobium, A

gquelas inoc

contendo niveis de nitrogenio fol preparada

misturando-ge a  solu-~

pao deficiente de nitrogenio, de modo que os Teores

nais de nitrogenio foram os seguintes:

el A0 do normal oo osoluvao Lolalmento el Tolento ce
¥ i ARSI ol SR PR

dasg plantas em condico

nio.

com solugao nutritiva
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C{GURA 1 -~ INFLUBNCIA DO

YEOART A TV
PLANTAS DE

Da esquerds para & 0Ly T

tada com solucao nutritiva

=R

genio (~NJ); nao=-inooulada

O T L @

normal:; nac-inoculada com solu

inoculada com
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P

envolvimento, ndao Loy

sentaram bhom

apresentaran pouco enflolhadas, com =nte amar

reladas, indicando antas nao-

~inoculadas, tratadas ocom 10 de nitro-

-

genio, Tambe folhas

ntos

lagl, enquanto que oz trat normal, e

gintome

erio, nao apr

(I
.
-

3
&)

Plast

]
{13
e
e
)

e

eom /3 de nite

deficiencia. Isto sug lvimento

cdeyvea

normal de plantds nao-nG

conter pe

vado gus

determinacgac

. oo [T S R DR
experimento fol calculada & gquantidade de
g oble GE wao=nodnd -

mentos sobre a formagdac
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FIGURA 2 - INFLUDNCIA DO NITROGENIO NA FPUORMACAC DE

LOS EM PLANTAS DE SOJA INCCULADAS.

0 numero de nodulos oo indicado no interior

da coluna,
W g s 4 P g
Niveils de nitrogenioc:
N x 1 solugaoc normal (N0, = 15 mM).

1 e
N x = nitrogenio

-
i
i

: oL

]

N x » nitrogenlo -~ do normal,
10 1y

N ox 0 solugao deficiente de nitrogenio.
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FIGURA 3 - INTLUBNCIA DO NITROGENTO HO PRS0 TRESCO DA PAR
REA S DE PLANTAS DE BOJA THOUULADAZ B N
~TNGCULADAS,

_ - e
Paprte aerea separada em folha (O

(£ e

N x - pnitrogenio =~ do novmal.

; ST D
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De todeos os tecidos analisados,
os nodulados foram os que apresentaram niveis mais altos
de ureideos, contrastando assim com os nao-nodulados. No
tratamento nao-inoculado, e totalmente deficiente em ni-
tyrogenio, as plantas n&ao chegaram a formar vagem. O expe
rimento mostrou que houve uma tendéncia de aumento do ni-
vel de ureldeos nos tratamentos que receberam quantidades
maiores de nitrogénic apesar da nio formagao de nodulos.
No tratamento com solucgao normal, por exemplo, o© nivel de
ureidecs na folha e no caule fol semelhante ao das plan-
tas noduladas, embora o nimero tenha sido menor (Fig. uJ),
assim como para as plantas nac-noduladas. Portanto, fi-
ecou evidenciada a existéncia de uma relacgdo entre nodula-
¢io e formagio de ureildeos, embora na ausencia de nddulos

o i ,A 'A - ‘q.
nio se Tenha observado total ausencia de ureideos,

2.72.~ BExperimento 7

0 experimnento antevior demonstrou
e - R oy o ' 3 g .
a formagao de ureldeos na ausencia aparente de nodulos,
bl e 3 ¥ b - N o RN " PEAEPY
embora em nivels multo baixow. Vara se verificar a pos~
sibilidade ge tais plantas epresentam algum nivel de nodu
lacao, talvez abaixo do nivel de detecgdc visual, ¢ expe-
rimento foi repetide com a finalidade de deosar a capacida
de de fixacde de nitrogeénio atraves da redugac de acetile

- " ¥ - .
no, méetodo este muito sensivel e mais apropriado para a



WL

avaliagaoc da fixagao de nitrogenic, comparado com a obser
vagao da nodulagac. Com ecta finalidade foram utilizae-
dos os tratamentos extremos ou sejam plantas i1noculadas,
tratadas com e sem nitrogenio, e plantas nao-inoculadas

tratadas com solugao nutritiva normal.

ay Numero o UVego de NHodulos

Agsim como no primelro experimen
to, as plantasg nao-inoculadas nao Lormaram nodulos, enguan
to gue as inoculadas nodularam bem comno pode-ge congtatar

na tabela 11.

Foran obzervados resultados seme
Thantes aqueles obtidos no expeprimento anterior (Fig. 5
onde as plantas inoculadas, trabtadas com solugaos deficien
feoem NAtropgonio, mostrapan peoon menores COMmparacdan G

nao~inoculadas tratadas com solugac normal. O mesmo po-

de ser observado com as plantas lnoculadas tratadas Qom

solugdo nutritiva normal, onde o peso d

MALOD. Portanto, em termnos de peso Lreged
noduladas e nio-noduladas comporvtaram-se de naneira seme-

lhante ao experimento anterLor,




TABELA II - INFLUENCIA DO NITROGENIO NA FORMACAO DE NODU-

LOS EM PLANTAS DE S0OJA INOCULADAS,

b

NIVEL DE PESO FRESCO NUMERO DE
NITROGENIO (g /planta) NODULOS
Deficiente em

nitrogénio 0,40 59
Solucao normal

(NO3 = 15mM) 0,05 272




FIGURA 5 - INFLUENCIA DA NITROGENTO NO PESC FRESCO DA PAR
TE ASREA DE PLANTAS DI SOJA TNOCULADAS £ NAO-
~INOCULADAS,

Parte aérea separada em folha (F), caule (C) e

vagem (V).
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acetileno

(Fig. &) feram obtidas de acordo com o grau de nodulacio.

nlantas Theiy =

Atraves degte experimento observou-soe o

desse

~-incculadas nao reduziram acetileno,

ntas ino-

nodc a ausencia de nodulos nestas plan
contraric, reduziram acetileno, embora em um

g ocom  ndi-

baixo nas plantas que foraem tratads

3 S . . o o
! Uode nodiulagan (leis

trato, o gue esta do acondo com o p

w

Heste exuerynento

D1 e i

. " - " .
sada a guantidade de ureid

apraenanta-

{caule - folha - vagem), e
dos na figura 6.

teon nas
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O alto rnivel de urel
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Pratanto,

de nodula

nodulos @

produnis

neo foil detectada atividade ¢

w . e

urcildeos en gquantidade uivalente aquela como do  trata-

b -
nivel m
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SRR

paracse ser umnag

ausencia de fixagaeo de nitro

contraris

lie}

lho, ums
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envolveu a dosag
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e glutamina sintetase nos tecidos do Irulte de zoja

te sua onlogenia

unieo meio de et
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muito conveniente en

SEeTVA-se GUe a
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TNES oonormalmente

extracao diferentes, como mostrs a




ABELA LID - COMDOSTCAC DO METGD L DATEACKD HURMALMDHTL
USADOS PARA AS INZIMALS ALANTOINAST, ASPA RAGT
HASL B GLUTAMIKA SINTETASL.
Asparaginase (S0DLK st al., 19807,
Glutamina sintetase (RUODLS et af., 1975).

Alantolinase (TRIJBELS e VOGELS, 1a6f,

COMPOSICAD GLUTAMINA
MEIO DE
EXTRACAG  ALANTOINASE  ASFARZLGINASE  SINTETASE

Tampao Tris Tris Irnidazol
pH 8,0 8,0 7,0
KCI B - -
Triton X100 *

2ME /DTT + - *

+ PRESENTE
~ AUSENTE
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tos visande a otimizagao do metodo de determinacio da ati

vidade das tves enmimas simultar

utilizado

para a dosagem das enwimas aginase, e

o imida

1l para a enzima glutam:

ros testes dindicaram que a
mente a atividade

desta indicacac congide

¢ao da alantolnase.
na tabela TV.
broamm gua & alan

ratos preparados

DO O A

e L oultro

7ol tenha sido menor, Dor e

17 GL Lausava

ensalo para verificar
inibicac scbre a atividade
mento fol utilizado o extrato
.i_ . - -\ ey - :{{ e A = I NL N
AN I 3 & UTher &L L W; SO e U 3 1

do no ensaio. O resultado

pouca influencia na ati

b
<

confliito entre o re-

Fenga ou dugaenaida do

a uine diferenga na extpra-

suitades pogsivelmente deveu-s

sobre & EN LM

gao, mais do gque um
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DA BNZLMA ALANTOINASE BM COTILDLO-

TABLRLA IV - ATIVIDADE

NES UTLLLAANDO-SE DOLS METOL Ll DATRACAD.

Imidavol S0 mM 7,0 + DT

Tris 50 mM pH 8,0 + 2ML Y

TAMPAO DE EXTRACAD  ALANTOINASE  (umol /h. mi )

Tris HMCI 27,72
Imidazol 1936

imidazot pH 7.0+ DTT ou Tris pH 8,0 + 2ME

TABELA V - LFEITO DO IMIDAZOL NP

Ty o LI T e B »] i -
Tris HCL 50 oM JEls! 5:3a} + 2

yyyyy

cGuzada N Lresenea e Nd
s ¥

e e e i M e T e T AT TG .
GUESENCLa G U, Lo Qe Ll caste Ll ou IV

ENSAIO AL ANTOINASE (umol /h.mi)

Sem imidazol 727,88

Corm  imidazol 20,02
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De qualquer forma, a conclusic fol aue nio -

ma contra-indicagdo quanto ao uso de Lmide

de extragao para a dosapgem de alanioiniue,

A asparapginase € una enzima

alis ineluy-

, - o n
dependente do lon potassio, Ser ne

- o y . 4 e "
20 (50 mM) er multas especles

&

naQ 5o no meio de e A~

h] IR, S
de Iegumin
rante a extracgac, visando

al., 19807}, Assim, testou-~

e

e, e oresulta-

tragac da alantolnase o glutb.

L]

dos deste experimento es

Come pode~se observar P

los dados, o ugo de KUI nao cauvsou nenhum efeitc inibidop

na atividade das duas enzimas supey

Grorreld maior iola na exlrag

se, Desta maneira, ficou est

durante a extragao dag tre

presenga € indispensavel para a enzina




i

oI

(O]

cidos, pols sua acao conmo delerponte, atuando na desinte

gragac das membranas tar

mas assocladas com CAS . Intretento, vepifi-

cou~se que a lncelusao daque

gxtpa-

da alantoi-

cao nao propiciouv nenhum aumento da ati
Yy b

nase, que atingiu 14,0 pmol/h.ml em prese do detergen-

adigao.

n

N SR RNITE]

te, e 15,4 umol/h.ml no tratamento

ones de soja nac esteja

I provavel que a enzima de cotile

asgsociada & nenhuma estrutura membrancsa, como & O CASO

Sptou-Ee

da enzima de tecidos de folha.

cle ety e

pela nao inclusio de triton X-1

gﬁmw

S.h.u o~ Atividade da

S ket {

anto foram com

paradog oo wmelon de \mtrdvfm fmicdarol =KC1-T0T o Trigel Ol

=2ME para o cnsalo daoenzlng asiarap iiniee., Perd overd f‘imi

do que a atividade da epzima foi

deci-

-
e

*3
{3

A*'ﬁw dos dolis meios de exty

ol o+ KCL o+ DPT para &

WiF
a5
—~
s
=
it
el
s
s
{
-

diu-se pelo uso do Tar

alantoinase,

extracgac e dos

abparag inase e
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TABELA VI - INFPLUENCIA DO KCL HO MOLO DB FATRACAD PARA AL
e AR T M A e e T s n e e g o
ENZIMAY ALANTOIHASE B GLUTAMTHA STNTETASE.

N . ., s . e n
Enwima goextraidas de cotileod anes oom imidarnol

S0 mM pH o B,0 + DT 1 mM,

MEIC DE ALANTOINASE GLUTAMINA SINTETASE
EXTRACAC (urnol /bl ) (ol homi )

Com KCI 33,88

L)
o
R
e
g
0

R

Sem KO 31, 74 1,30

£ Ty TP AOPTVTTUECTTTY A CTNIN Ty L THRYEF T BOCTTY A Ta A T
TARELA VIT - ATIVIDADY DA LNZIMA AZPARAGYT

ORI 1T P AMTO L OT TIOTO ME T O T TR A SR
DONES UTTLIZANDO -0 DO MEICS Db BATEACAD,

Pt b - oy T " i ) SAATE Y L oo b
Trig JHCL S0 wmM pH E,0 + 2ME 15 uM,

Tomd et B0 ol BTN TYTIT T ok
Tmidazed 50 oM pd 7,0 + DTT 1 omM,

TAMPAO DE ASPARAGINASE
EXTRACAD (umol/huml)

Tris HCI 0,117

imidaz ol 0,110
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1.7 - Cavacterialioas Cinelbicar

3.2.1 - Alantoinase

pE otimo, a ativ:
da usando uma faixa de

lores de pH de 5,0 a 7,0

entre 7,0 e 8,0 o tampao Tri

determinagac da atividade da on

AN GGy e Vb aoran

.. , - . -
proximes de 8,0, como pode ser verilicado na Pigura 7.

Cn valores incoluidos na

figura 8, mostram ©

substrato, alantoeina, sobr

log resultados

wen oom

de

Po Menten ate  oconcent

curva sugepre cine

coes de 156 mM de substrato,

ra a atividade se eleve de forma mals acentuada, a
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digoes do ensaio foram dilicults

i e,
L4t e

solubilidade do substra

Peta curva aparentamente

hifasica, se vepetiu em duas

do para o K aparente tol de 1o,0 mit,

.
WP X Ter L

ol orea

ments com a Sinalildade de detorminar o velocidade da prea-

o em funcao do tempo de incubagao, Como pode-se obser

com o tempo ate

var pela figura 10, a reagas lol line

LR i e ooy
cles B minubon. Leteo dee

o tempo maximo testado,

monstrol gue a4 conaen Tra

do a reacao. Utilizou-se,

e ,
a ativicade Ciéd LER VAN RIHEEN

para as determinagoes rotineiras c

alantoinase.
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Os mesullados do experi-

mento que relacionou da alantoinase oM a

quantidade de enzima

Foram

utilizadas gquatro quantidades de

valeres mostraram que a atividade e proporcicnal a

L

dade de alantoinase, ate a absorl

assim estabelecido que 0 eng

perleitamente adeguado para a

ventes extraton.

S T

tros cineticos «

Jo AN

tas engimas sao ben conheod

{ Lobo Ay e o i vy 1y ! B
STUEWART b ai., 1880y SOLBEK o4 /., 1980) e pory doso

nao foi feito nenhuma modificaguao noo

na literatura. Apenas no caso oo oplutan
. . . R S o AT ) I
cujo engaio @ muito sensivel a presenga de Al S an

linearide

genas, foi julgado aconselhavel ve

g concentras
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a) Heacao

Catane com o

A atividade da enzima fol
determinada em intervalos de tempo

TINUEos. Diante dog resgsultados

12 obsarvou-ze que

ale o tempo MmaExime

estabelecido que o tempo

1 Sy . L S et e . . o g ,,’ oy o e
de 16 ¢ 20 minutos, pora asscpurar o Linearidade da

redgac em  qualquer extrato

VETE & EDZL

ntetags

. . P £
o Glutaming o

™ e Y [ B
LU resu LTas0n

gura 13 mostram que a atividade da

ot . £ - R o .

tetase ¢ proporcional o concentracao da cnaima, ate valo=

sorbancia de 0,37,

b, Peso Fresoo

¢ peso fresco de cada tecido fo1 determl-

rado durante todo o transcorrer do experimento e

comparacoes com as variagoes na ativi
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coprelagoes,

com a finalidade de estabelecer pussivel:

Cs valores de peso fresco de cada  tecido
estao representados na figura 14,

Ag vagens O Processc de cresel-

mento a partir do 19¢ dia, paantas noduladas

e no 219 dia para plantas nao-noduladag, atinginde aproxi
madamente 350 mg antes do 300 dia. A partir desse ponto

¢ aumento foi lento nos dols casos. ApGs atingir o peso

i

maximo, que fel de 120 mg no 53¢ dias para plantas nodula
das, as vagens inicilaram a perda de pesc, o que coorrel

+
BT
.!.‘;E

ate a ultima pesagen. nao=-noduladas ¢  peso

axime foi de 70 mg, no 58%Y diag, & a gueda acentuads

arde entre, o B0% e BLY dias.

coorrel mals

S

Quanto ag sementes, ag plantas noduladas

3

iniciaram ¢ seu desenvolvimento no 289 dia apos 2

tese,
atinginde o seu peso maximo, de 298 mg, no 537 dia. £
partir desse ponto as sementos comcgaram o pepder

4

Few o ulling pooapen,

i
£y

ate o 679 dia, quando ge
plantas naco-noduladas pam seu desenvolvimento no

no B5¢ dia

a1% dia, atingindo o pe
apos a antege. A paprtir desse ponto o peso caiul ate G
a nltima

minime encontrado no 729 dis, quando fol feita

pesage.

A diferenca entre plantas noduladas e
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nao-noduladas, mostra um per

nogs frutos de

vadas nas adas

condigces us

5. Atividade
Desenvolvimen
Sct o
A ativi
terminada nog tecidos da vage

mento dos fruteos de plantas

rante sua ontogenia. Popan

-ge extrato ocru e dessali

na Tabela IX (apendice,

[

foram apresentados em forma

nag o8 dados do extrato dess

mos nag apresentaran

extrato oru.

20%

dia,

aumentar a partir do

A

urol/h.vagem no

ca de 22 pmol/h.vagem no 47¢

tipr desses pontos a
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atingiu valores nuito bailxce no

Nos cotiledones da semente, MO

degsenvolvimento iniciocu-se no 359 dia, a atividade come-

a atividadse

gou a aumentar a partir do H0% dia, atinginc

maxima no 449 dia, nas plantas naco-noduladas, & em  torno

do 549 dia para as noduladas. Nos dots casog, a partip

desses pontos, a atividade comegou a cair a a fase fi-

nal de desenvolvimento,

0 tegumento da semente, tanto e

entaram bai

plantas nao-noduladas como de noduladas
xa atividade durante todo o desenvolviments, bntretanto,
quando expresgsa em termos de pesc fresco {veja Tabela IX
apendice pagina 136) a atividade de modo geral foi seme-
lhante a dos cotilédeones.

5,72 = Glutamina Sintertase

i determinads em extpratos

fruto de plantas noduladas

dos sao apresentades na tabela X (a

Obsepva~se pela tabela gue:

at 0Oz dados de 15 e 30 minutog mos-

i Para a napresenta-

Trardln Jue a Teagad Dl LD



T4

cao dos dades em Forma do

NTas .

sultados do extrato

L) 0 extrato dessalinizado guase

sempre mostrou atividades mais altas
extrato oru, principalmente nog Lecidos mais madurcs. Nas
figuras 17 e 18 estac apresentados os vesultados de ativi
dade para esta enzima encontrados no extrato dessaliniza-
do.

Nas vagens de plantas noduladas

e nac-noditladas, tecidos

ma fol nmaior do que os demals, o valores

um aumento a partip do 193¢ dia do seu desenvolvimento, se

guido de um ligeiro decreccoimo nos doils casos, nodulados

g nao~nodulades. Im segulda, nas pla noduladas, ocorn

reu um nove aumente da atividade, atingindo no dhv Uik y

valores maximos, de 24 umol/h.teclide o guais martlve-

3

ram-se mencs constantes ate o 469 dia, decrescendo a ge-

guir até um minimo encontrado no 679 dia, Para VA g ansg

de plantas nao-noduladas, o pico de atividade maxima ocop
reu no 399 dia, com cerca de 37 umol/h.tecido, decrescen-
. b 5

do papidamente a partir desse ponto ate ao VI8 dia, quarn-

do se fez a Giltima dosagem.

Quanto aog & tegu-

mento, estes tecidos apresentaram menop variagao na ativi

DG Naoe-no-

dade da enzima, tanto para plantas nodulad
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FTGURA 19 -~ ATIVIDADE DA ENZIMA ASPARAGINASE NG COTTLE-

DONES T TLGUMENTO DURANTE A ONTCGRENIA DO FRU

10 DE G004 NODULADA - ( e RO -NODU LA
oD ol LA NODULALA { {‘%/QMJ b ko HODULA

DA (§778 .
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tas nao-noduladas a enzima altingilu sua atividade maxima,
0,37 umol/h.tecido, no 43¢ dia, valor este que se manteve
até o 589 dia, diminuindo a seguir e atinginde valores
proximos de zero no 739 dia, quando fol feita a Gltima do

sagem nesse experimento.

Quanto acs cotiledones de plantas

noduladas, a atividade maxima, 0,53 pmol/h.tecido foi de-

terminada no 69 dia, caindo a desse ponto ate o
679 dia, guando ocorreu a atividade minima. A forma ge-~
ral das curvas & semelhante entre ag plantas noduladas e
nac-noduladas, sendo a principal diferenca a queda  mais

o

tardia da atividade nos cotiledones.

Quanto aocs tepumantosn de plantas

ao das

nac-noduladas, a atividade fol pelativamente
plantas noduladas. A atividade méxima nestes tecidos
ccorrel proximo do estidio final de maturacac do  fruto,
no 609 dia, quando fol encontrado valor de $,2 umol/h.te-

1.
T

f..,s,

cido, para plantas nac-noduladas, e de 0,18 umel/h.teo

para as noduladas

S - Glutamina Oxo-plutarateo Amids

rerase

A atividade desta envima, fol deter

minada em extratos dessalinlzados nos da  vagem,



80

cotiledones e tegumento de plantas nac-noduladas. A dow
sagem fol feita apenas em uma idade, L4? dia apds antese,
uma ver que o obietivo fol de simplesmente demonstrar a

)

sua presenga nestesg tecidos. O resultados desta anali-

se estdo na tabela VIIL, expressos em umol/h.tecid

wd
)

Nos cotiledones e tegumento a ativi
dade da enzima fol semelhante e um pouco mals alto do que
nas vagens. A atividade maxima foi de 0,4 pmol/h.tecido
para os cotilédones e tegumento enguanto que na vagem fol

de 0,32 umol/h.tecido.

- - - R & 5 s,
6. Conteudo de Ureideos, Amincacidos e Pro-

-
tTeinas
" o
6.l ~ Upreideos
Us resultados mostradoes nas figura

20, 21 e 22 mostram variagoes da

{alantoina & acido alsntoico} nas

tegunento durante o pericdo de desenvelvin

T, 0 material utilizado foi colhic mll tansamnentsa

‘elos dados ()bEAI

m
»

)
o
<

com aquele usado na dosagem de enzinas
dos constatou-se que vagens de plantas niac-noduladas tem
ureldeos em quantidades muito pequenas em relagdo as va-

gene de plantas noduladas (Fig. 20).
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g1

Com o desenvolvimento da  vagem o
ar o o P I3
teor de ureideos aumentou rapidamente, aleangando guanti-

dade maxima, 27 umol/vagem no Ju9 dia

plantas noduladas e de 0,13 pmol/vagen
plantas nao-noduladas. Dste wvalor representa ume
diferenca de quase 200 vezes menor do gue & quantidade

contrada nas plantas noduladas.

Na Figura 21, estac representadas

Quanti&ad@a de ureideos encontradas nos

plantas noduladas e nac-n SEeTIN a

4 L. -
guantidade de ureldeos gque DOTEN, oeorTrel

curvan nara o dolu CAEDE .

diferenga guantc a
Nos cotiledones de plantas nac-nodulac

* A, « oy o gy b vy g g . P Ay e B oy Ay
ureldeos continua aumentando durante
volvimento do fruto, ate o 729 dlay

ma dosagen. Este comp

~otiledones de plantas noduladas

de de ureideos fol determinada no e
caindo em seguida a praticamente zero no 679 dia, quando

gse fez a dosagem final.

Na figura 272 esta repres sentada &

quantidade de urefdeos encontrada nos tegumentos de plan-

o . . o L 2 A
tas noduladas @ nao-noduladas. Verificaram-se niveis de

ureideos bem baixos no tegumento de plantas neo-nodula

2 i
A ouaentidade ma-

das, quando comparado CoOm &g
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o L - e
xima de ureidecs encontrada no tepumento de plantas nao-

~noduladas fol de 0,04 umol por tegumento no 359 dia, ocor

rendo logo apOs uma queda geguide de um aumento ate 0,03

umol, estabilizando~se até o 659 dia, e [inalmente uma

queda no 739 dia, quando foyene a ultima dosapgem. Nog te

-
-
i

gumentos de plantas noduladas © Teor maxino de ureldeos
ocorreu no 349 dia, com cerca de 0,18 umel, calndo apﬁs
e logo aumentando para cerca de 0,1 pmol. A paprtip deg-

et

se ponto cailu ate o 679 dia, guando fez~se a uitima dosaw

gem.

Comparando oo tecidos

duladas ¢ nao-nodula

aguele gue apresentou ©

" A N w . . f‘" _- T o
FL.2 = AnInoscidos

a " "
Gnoacitdos exist

A guantid:

cturos de plantas noduladas @

[

tTe nos clidos de frutos

nac-noduladas estaoc repr

onde pode-se observar og seguintos s:0 na o vagem

foi hem

- 3 . P - o il - M .-
de plantas nao-noduladas o nivel de aminodac.
mais alto do que na vagem de plantas noduladas, onde este

L . " . o - PR - " . .
nivel foi cerca de 10 vezes menor (I'ig. 23J. 0 tecr de

-

aminodcidos em vagens de plantas nao-noduladas atingiu unm

a4 antese caindo

maxime de 6,7 pmol/vagem no 319 dia



FIGURA 23 = NIVEL DE ANIMOACIDOS ENCONTRADG NA VAGEM DU~
RANTE A ONTOGENTA DO FRUTO DI S0JA NODULADA

{ O Y B NAO=NODULADA € D] 5
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- IS " -

a partir desse ponto ate o nivel minimo,

739 dia, quando fol realizada a ultima dosagom. mocon-

traste, o teor de na vagen de

plantas noduladas atingiram nivel 0,7 wmol / va

cem, no 449 dia caindo a partir
S, 1L )3

Come pode-~

wwanidos foi

\ - i .
~ge observar, nestas plantas o naivel de

bem inferior do que aquele encontrado na vagem de plantas

nac-noduladas. A figura 24 mostra o teor de amincacidos

existentes nos cotiledones de plantas noduladas e nao-no-

duladag. Para os dels grupos de plantas o nivel de ami-

noacidos nao foil moito diferente ate o 506 dia. Pntye-

- - - - \ P . .
tanto, a partir do 529 dia o nivel de aminoacidos nos co-

tiledones de plantas nac-noduladas fol sempre malor, che-
. v - i - g . e
gando a atingir o nivel maximo de %,2 umol em contraste

com 4,3 umol nas plantas noduladas.

tados dag de Ao treor de amin

nos tegumentos de plantas neduladas e nao-noduladas. G

o DR SO S S B P TT HURAE: [ e
nivel de amincacidos nao foi multo Jdiferente nos doig gru

HAmos na

pos de plantas

epoca de maturagao

um teor de 0,9 pmol/U

@

comoe nac-noduladas

com o teor de ureidecs, que tambem fol baixo

ol

nestes tecl-

dog, embora com niveis menores nas plantas nac-noduladas.



Eh TS A T e ey B
CHOORTEADD HOS COTILEDO-

FIGURA 24 - NIVEL DE AMINOACIDOS BN

¥y |r

DO TRUYE S50JA

bt
-
?»gME

\vvsm

NES DURANTE ONTOO
HODULADA ( O——0 3 E HAQ ~NODULADA

¢ {0




g9

#

COTILEDONES

Nod

\\\.
o
pemsm
iﬂ;fff[ o
e
P
T
e ' .\\\
g e,
H m f.l.wlni.

ey
I

(4]
o

4
wF
o3

03

{ BUOP D109/ [OWITY])

o4
£3

F}
o
o)

SOPIIBO ULy

60

40

20

tese

o

4

ias apds an

i




FIGURA

TOS DURANTE A ONTOCLNIA DO FRUTO DE SOJA NO-

{1 )

DULADA  ( O ) B




&

nodcidos {umol /tegumento)

i

Ay

TEGUMENTO

1.0
LI
N“d’?ﬁ?pk\
ﬁpg " G ;}.. ff \ : \//\
/) \ \){
v §/ N
L6 %n{m e \
) ig
Nao-nod 17"
G4t \\ \E‘%
|
Vo
b
G, 2t O
.
{ 20 40 6O
Dias apds Bntese

80



™ o - w
M ” DV SR A
6.3 - Protelnas

e

nas encontradas nos tecidos «

-noduladas estac grailcamente reprecentadas nas figuras

26, 27 e 28,

0 teor de protelrnas nas vagens nao
variou muito entre oz dolis geupos de plantas, com diferpen

ga de aproximadamente 100 ug (Fig. 2B}, 0 aumento no

teoy de proteina ocorreu nas fases desenvolvi

mento da vagem, entre o 1990 dia para plantas noduledas €

acopdo

219 dia para plantas ndo-noduladas

com o8 dados de peso fresco

alto durante

w ., B ER i e e
BO5, O nivel e Dro CaLndE Paern

3
H
A

2, Caliid

do entre o 20% ac O am Se-

guida até o final do

o-noduladas.

plantas noduladas ¢ 739 dia para

encontradas no teor de pro

vaz noduladas e nao-noduladas. O

gido foil mals alto nos aotiledones de plantas  nao-nedula

das do que nas noduladas, atingindo 10,0 mp no 6L4e

nas plantas nao-noduladas, e 1

W

- R N wr u )
tag noduladas. O inicilo de acumulo de proteind  ocorreu

.

~egoimento

no 259 dia, correspondente a



;

'““{..}

(;‘-,,_,.W.w% "

(




Proteina (ug /vagem!

500

4007

160

VAGEM

]

L3

L

40

Dias apos antese

50

B0



e
0
|
m
O
Fom’




Proteina (Ug/cotilédone)

Gd

16000
Nao-nod [
140001 COTILEDONES ks
Peviy
12000 Nod ‘:s”‘"'ﬂ /’ O
16006 /
VA
( /
8000k /‘) /
/ }L‘J/
5000 / //
l
4000} /ﬂ
2000 y 4
4
F 20 40 G0 it

Dias ap¢s antese



i
i

dos cotiledones (c. f. Fig. 14}, ¢ prossepuiu com uma ta-

xa alta de acumulo de a 1 mg/dia néa

L

@l do perio-

; P b . N - "
fase de acumulacgao maxima (Fig. 27). A

do de maturagaoc dos frutos (679 dia) ocorreu uma pequena
queda no conteudo de proteina, para ambos 05 Casos. A

de proteina encontra-

figura 28 representa a concento:

P RS SR SR A
# naco-neoduladas, Neg

da no tegumento de plantas nodulad

] v ka
se Ccaso as varlagoes no teor de proteina UM Com
portamento irregular, evidenciando, entretanto, gue o te-

gumento de plantas neduladas I ers

- + - -
teina mais altos do gue og de
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TV, DISCUSSAD

0 presente trabalho demonstrou a Presanga

;inase nos tecidos do fru

das enzimas alantoinase e aspars

5

to de soja. Analisando-se oz tecidos separadamente, da

vagem, dos cotiledones e do tepumento, I=Ge a4 pre-

senga da alantoinase em todos eles

asparaginase que nao foi detectada ne

cotiledones & tegumento.

w
o
o
e
o
B
=
=
ey
3
[
oF
By
~
o
o

A ausencia ds

acordo com o dados de TRDLAND « G0V (31981, Pates auts

res demonstraram a presenga de duas enzimas em erviliha

capazes de metabolizar asparagina inase e a agpa-

ragina aminotransferase, e cobservaram altos niveis da se-

gunda enzima em folhag e & emen-

tes lmaturas. Os dados SUgerern

. " R, .
e wuma dessas (SR

que tecidos que possuenm altos niv

mas, apresentam apenas tragos de ou

Foi detectada, pela primeira ves neste tra-

balho, a presenca da enzima asparaginase em cotiléedone e
tegumento de frutos de soja, embora seja conhecida gila

£y

presenga em sementes imaturas de varias oulbrd

sas (ATKINS et al., 19753 LEA et ol., 1976; SODEK ¢t

al., 1980; ITRELAND e JOY, 139813, Az alras atividades



47

¥

encontradas na semente de ervilha s

"

geria responsavel pe

de grande guantidade

g metaboli
de asparagina translocada para os frutos, uma vez que a

L

muito baixa

asparagina transaminase apresenta

nesses tecidos (IRELAND e JOY, 1981},

Uma outira evide

erisima desen

ina Trans

penha papel importante no m

a concentra-

locada para o fruto prende-se ao lato

" i

gao de asparagina presente no Iloema, que supre 08 Fru-

. .
Dupin

tog, foil calculada em 30 wmM pa

19753, valor este bem superior ac K _ da enzima que ocorre
nas sementes. Portanto, os de GO

trados no floema permitira o enzina funcionar com  grande
: B

gficiencia,

A presanga da enzima alantod

da vagem, dos coti ilédones & do te

“

nao havia sido congtatada, Apos a
batho, THOMAS e SCHRADER (1981) relataram sua presenga em
tecidos do fruto de soja.

era conhecida na folha e

TG, 1975 e TAJIMA et al.

(VOGELS et al., 18665 SINGE

mo tambem nos frutos de  Vigre wiguiculala  (HERRIDGE et

al.,, 1878},  Em alguns

=

“““ &oglﬂﬂao de alantoinase com microcorpuscoulos {ORY et



19649

o
N

P
Gl

14971). THOMAS e

enzima pode estar

tudo com soja a0

dess tecidos. Entpretanto, negte

se observou maior atividade quando triton ¥-100 foi inclul

vEa a selubillidace

do no tampac de extragac, o qual

de egtruturas membranosas.

A alantoinase extralda de sement

tem um K para alantoina de 6,7 mh
-

e 14 mM {(VOCELS et al., 1968), encuanto que este valor

s Y e T T Y et e "
fed de 46 mM Darda & englng oe Phaseolus CYORELE et al. 5

1966), 13,8 mM para Aleinus (ORY et al.,

para ervilha (SINGH, 13685, O velor do K encontrado

ne presente trabalho, 15 mM es na o pesma orden de grande
za daqueles citados na Lliteratura. Atraves dos resulta

da conoentra

dog das dﬁfﬁ“m&ﬂiﬁﬁh@ da atividade am

cao (Filg. 83 pode-se observalr GuE @ ourva &
P a g o * Lt o «
hifasica, caracteristica esta que se repetiu varias Ve

ZES ., Uma possivel explicacao para tal

Do
de gser a ex:
outra ocom baixo K oy

na literatura que suste

crepancias nos valores encontrados na L1t

fretir diferentes qnunLgddG\< das

diferentes tecidos. Wo caso deste



4"4 (}

usado para achar o K (Fig. 47 levou em conta oz pon-

tos da segunda parte da figura 8 o cue pode elevar em mui

to o valor do Km. Um Km alto para slantoinase, poderia

n

significar uma baixa eficiencia da enzima 4n vive. THUMAS
e SCHRADER (1981) calcularam a concentyacao da alantoina

em folhas de soja em torno de 1 mM e sugeriram que a enzi

ma pode nac estar operando com eflclencia maxima, a nao

ser gque o substrato esteja compartimentalizado numa orga-

nela, por exemplo, juntamente com a enzima. A concentra

i

gga de alanteina no floema e desconheoid ge for  da

mesma ordem da asparagina, 30 mM  (ATKING e af., 1975,

grande eficien~

a enzima do frute poderia funcionar con

. e " 4 w " et
Guanto ao pH otimo da enzime alantoinase nao

&

ancontrou~se,pelc menos na Literatura consultada, um estu

do sobre este pﬂrﬁmﬁﬁr@s A matoria dog trabalhos  sobpe

o assunto cita a metodoleogla do grupo

4

liza tampao com pH 7,8 para o ens

[E R4

centemnentea, T

lhes para a puriflcagao da alantolnace foihas de sola,
+ - TR . I K - ¢ . - - . o
e verificaram um pH otimoe de 8,0, Jalor Lgual Fou

encontrade no presente trabalho.

tividade o

0 padrao de

8 onto

asparaginase nos varios tecidos

para

genia <o fruto de soja foi



plantas noduladas e nao-noduladan. g subustratos, alan~
toina e pardaginda, para estas duds ohZilias 540 05 prined

vk B L
pails compostos nitrogenados tTransl

ta especie. No caso de plantas

do que os compostos predominantes sao o
toina e acido alantoice) representando 6% do nitrogenio

translocado (MATSUMOTO et al., 18753 MATSUMOTO et al.,

19775 TUJIHARA et al., 1977; MATSUMOTO et al., 19787,

0L AS MOS™

<

For cutre ladeo, pelo fato de haver muitas evid

FEIRY

L i 3 o - :
trando que os ureidecs sac produtos da fixagao de  nitro-

duladas, cultiva-

genio (ISHIZUKA, 1977),em plantac

e reduzido a tragos,

- .
das com NO,, seu nivel no tranc
ficando a agparagina como o compusto nitrogenado predomi-

nante,

Entretanto, esta mudanga tica na  nutode

cao dos frutos, constituids

em plantas noduladas, para

deos, em plantas nac-noduladas

aparecimento das enzimas alantolinase

tecidos de vagens, cotiledones e

ontogenia do fruto.

1

Topna~se dificil retirvar upa conclusio dia

te do resultado negativo pois pede signilicar que ag duas

ot L

enzimas sao constitutivas, isto e, sac produzidas indepen

I3

dentemente da presenga ou ausencia do subs




e o e, . - . -
to a sua sintese nao e induzida pelo mesmo. Por outre ia

do, as pequenas quantidades de ureideos no translocado

das plantas nac-noduladas, e de asparagina en plantas no-

4

duladas, podem ser suficlentes para efetuar a inducgac da

enzima.

Embora o padrac de atividade para alantoina-
se e asparaginase, nos varios tecides do fruto de  soja,

tenha sido semelhante para plantas noduladas e nao-nodula

53]

5y

das, houve diferencas em certos aspectos. 0 mals eviden

te ororreu entre as curvas de atividade da alantoinase

A

obtidas da vagem que, além de nao alcar

)
O Mesmo nave

]

de atividade de plantas noduladas, o valor em plantas nac-

da queda reg

~noduladas caly no 359 dia, 11 dias

trada para as noduladas.

FPenomeno semelhantoe coorren non cotiledoneg,
embora a diferenca no momento en que se Droduziud a  queda

Ll D g

de atividade tanha sido menor. T

a diferenca registrada para alantoinase, entre as plantas

noduladas e nao-noduladas, sela um vreflexo real das quan-

i,

. +* - - -
tidadesg de ureideocs Translocados para o Iruto. Intretan

to, torna-se necessaric uma certa cautela ac se tipay

refletip

tal conclusao, wma vez que Lsto poderia
uma taxa de desenvolvimento diferente entre os frutos dos

dois regimes,

Embora o experimento com as plantas nodula-

-



das & naco-noduladas tenha saido conduzido  simultaneamente

plantas Ternham

e, portanto, as condicoes de cultivo

gido os mesmos em Termos de luz e temperatura, houve peal

mente diferengas na taxa de desenvolvimento dog frutos,
que foi evidenciade pelas mudancas de peso fresco dag va-
rias partes do fruto durante sue ontogenia (Fig, 1), FPi
cou evidente que o aumentos de pese fresco no inicio  do
desenvolvimento do fruto ocorreram em épocas semelhantes,
enguanto que o maximo (cotiladones), e a subsequente gue-

da (vagens}, ocorreram antes para cs frutos de plantas no

duladas. Este resultado @ totalmente contrario a situa-

gac da enzima alantoinase, ‘hegou ao valor

N,

o

{u
3

maximo, & com subsequente queda, mais cedo para plant

e possivel que, em Termos de

nac-noduladas.

idade fislologica, a diferenge enbtre as curvas de ativida

B .
A ey e P

de para alantoinase (coitlledones e vapens) seje maior do

que uma simples comparacac indicada pelas curvas.

No caso de cotilédones esta idéia ¢ reforca~
da pelo fato de que as curvas de atividade para asparagi-
nage sao contrarias as de alantoinase, isto &, a ativida-
de permanece alta durante mais tempo em plantas nao-nodu-
ladas (Fig. 18). Eete resultado sim, pode ser um refle-
x0 da diferencga na taxa de desenvolvimento do fruto. De
qualquer forma, & inversac no padrao de atividade  entre

&

asparaginase e alantoinase e uma outra



queda precoce da alantolnase en plantas

nac-noduladas ndo seja devido a unm fenGmeno nao especifi-
SO, Infelizmente os dados recentes de THOMAS o SCHRADER
(1981) sobre a atividade da alantoinase en frutos de soja

nio ajudam neste caso, uma ver que egtes autores ndo estu

daram a soja naco-nodulada.

0 padrac de atividade da asparaginase em oo~
tiledones e tegumentos do frute de soia fol semelhante pa

ra as plantas noduladas e nao-noduladas, porém houve algu

mas diferencas notaveis do padrao encontrado por SODEK

et al. (1880) para epvilha. No caso de ervilha (S0DEK

3

et al., 1980) fol constarada uma alta atividade de aspara

. oW N : N s )
glnagse no t eg.;mnent Q. NO INLCLO GO QeSaenvo lvimento do

+ilédones, justamente quando ha presenga do endospernsg

1igquido. No tegumento de soja a atividade desta enzima

foi extremamente baixa nesta fase, embora tenha ocorrido

um aumento razoavel no fim da ontogenia do fruto,  quando
o cotilédone se aproximava da fase de maturidade. T inte

ressante notar que o desenvolvimento da semente de soija

tem uma diferenga marcante com aguele de eryilhia, no sen-

tido de nao apresentar uma fase com volume grande de 1ie

quido (endospermal).  Tal 1iguido, que € bastante eviden-

o

te em erviiha e Lupinus DOD exemplo, & conhecido jaleya
possulr varios nutrientes como amincacidos (FLINN e PATE,

18683 ATKINS et al., 18757,



T = R
Uma carach

& o alto nivel de amonia

. ,
1Tap de

PATE, 19735 ATKINS et al., 197%), poc

O omM oa 100 mM ou mais, e

3

pH acido. MURRAY e gque a aspa-

aginase do tegumento de ervilha funciona no metabolismo

send Desponsa-

de asparagina translocada para a

vel pela formagde de amtnia encontrada no endosperma  17-

quido.

De certa forma, os dados obltidos com s07a

enta hiy Stese, A bai

neste trabalho, estao de acordo

xa atividade da nase ne

idades

cia de uma fase

pode significar, de uma maneira

penha a  fun-

5
>

nase no tegumento de ervilha realne

}\:\Fl‘ E.‘:‘\}f ' :‘; [T

y proposta per MURRAY e

Fm adigaoc,

drao de atividaede para a as

mente de Phaseolus vulgaris

esua especie também nio possue

Aceitando-ge a evidencia de a alantoinas

se e a asparaginase se

A . .
O pe egpe-

de alanteina e asparagil



e
[
o

rar que essas enzimas levam a wedo de amonia de acor-

do com os esquemas abalxo:

Thourela
s

alantoina Myodcide alantdico

(alantoinase) {alantoicase)

eer I .
e N = GLN = GLU

fh).f‘\j

x'?
{“}

(urease) (GS) { (3¢

asparagina B 1 Y — i G LU
i g

-

(asparaginase) 0o

i vy R S . . L
Ob: SOV O Ee {i‘l? €, G ambos o8 Oas05 4 i LI A

e reassimilada via glutamina sintetase e

trabalho congstatamos a presenga

tecidos do fruto de soda, evidang
wk 3

desses compostos pode funcicnar da manelrd A
noe esquema acima. A peassimila

ma GS/GOCAT € importante para

trogénio na formagao de aminvacidos para a sinte de pro

e

T lﬂ&i de reseprva Nos aptilaedones. hor

nwima gluta

mato desidropgenase possa tambem estar envolvida, ac inves

de GS/GOGAT, uma revis a0 do e LEA, 1975),

mogtrou de gue e o sistema

desidrogenase, que normalments
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. 9
A taxa proteina nes
nes calculada pelos dados expressos na [igura 27 foi de

" - ha °
0,5 a 0,8 mg de proteina por dia. foto representa um

actumulo de nitrogenio de ordem de 0,0 o 0,8 pmol por  ho-

a0 da omesma forma da

ra, por 2 cotiledones (expres

de enzimatical,

Tedas as enzimas dosadas mostraram ativida-
des acima cou proximas deste valor, levando em conta que
as enzimas alantoinase, asparaginase e GOGAT catalizam
reagoes envolvendo H, 2 e 2 moles de nitrogenioc por mole

; . O N U o B e e 4 -
de gubstrato, respecltivamente. sepulndo este DAoL
nio, & asparaginase ¢ a GOGAT foram as ennimas que apre-

P

gentaran atividades ﬁzox 1ag A Taxa de acumulo nitroe

genio, mas nao chegaram a ser limitantes.

. , . L .
As medidag Jdo teor de ureideos nos tecidos

o

do frute durante sua ontogenia nao mostraran diferencgas

e nac-noduladas. NHo

pronuncladas entre plantas nodu

cagso dos cotiledones (I'ig. 21), os

ram semelhantes para os dois grupos de plantas enquanto

que no tegumento (Fig. 22) a quantidade de up

cerca de tyres veres malor para plantas rnedulad

nas na vagem (Fig. 20) fol obtida a JL¥ maroante
esperada.
Fgte fato de certa forma conboe dos



obijetivos do presente trabalho, cue {0y de verillicar >

comportamento da enzima alantolnase nos Irutos de B0,
justamente nas condigoes de altos e balxos nlveis de subs
trato (ureideos). A pequena diferenga no padraoc de alan
toinase para og cotilédones, discutida anteriormente, nao
pode ser relacionada com a concentragac do substrato, a
nao ser que exista compartimentagac de alantoina ou, pro-
vavelmente, um efeitc mais asscociado ac influxeo do  subs-

tpato para a semente do que a sud propria concentracao

internda.

A diferenga maprcante observada na concentra-

e ¥ . - . . e gy e e e . [ T
gao de ureideos na vagem ol aguaela esper &2, portanto,

e ] ]

nao invalida e discussac anterior em torne da  compar %td)

o

do padrac da enzima alantoinase para plantas noduladas e

nac-noduladas.

Embora a w?oﬂu<uo de ureldeos esteda associa

P 3 ﬂl - P,’; kS

da com a fixagao de nitrogenio (ISHIZUKA,

sente trabaiho nao foi possivel o oble;

talmente livres degses compostos.
das para evitar a nodulacac &, portanto, que as plantas
ohtivesgem nitrogenio unicamente a partir da [ixacao de

nitrogénio, aparentemente tiveram exito.  Assim, & capa-

cidade de reduzir acetileno fol abeixo dos limites de de-

tecgdo (Fig. 6) alem do fato de que nao se verificou &

cultive das olantas nao-

presenga de nodulos. O pro
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~inoculadas na presenca de nitratoe ¢ um fator importante

para evitar a nodulacac.

Come o presente trabalho demonstrou (Fig. 2)
o cultive de soja inoculada, em presenca de nitrato, pro-
voca inibicao da nodulagdo, sendo que a concentracac mais
alta usada, 1% mM impede, quase gue tTotalmente, a forma-
cao de nddulos. Este efeito do nitrato sobre a nodula-
cac ja & bem conhecido (MATSUMOTC et ol., 1977 b; MeCLU-
RE e ISRAEL, 187935 PAYE et al., 1980), ¢ a aplicacao do
nitrato a plantas noduladas também inibe fortemente o pro
cesso de fixagao de nitrogenio (McCLURE e RAEL , 18979

MANHART e WONG, 1980). Exlsten duas teorias quan

inibigao da atividade do nae e nregsenga de

ALlmInuLean 1o Bl

al L

'
g 1

A primeira atribue

primento de fotossintatos para o seu con

sumo no processo de redugao de nitrato na ralz

o PATE, 1871). A gegunda envolve wn efeiic mals direto,

« a oy

g atribue a inibicao a formagac do nitrito pela redutase

[T

de nitrato do bacteridide do nddulo (GIRSON, 18763, Uma
ver que o nitrato inibe nodulos oriundos de estirvpes de

¥

Fhigobitum livres da redutase de nitrato (MANHART e WONG,

1880), e o nitrato nao inibe a fixagac de nitrogenio quan

do sacarose e fornecido ao meio (WONG, 1980), torna a pri

meira alternativa provavelmente corveta,

s

fm termos de plantas nac-noduladas tratadas



1
f
28]

il w " - 4 . - .
com naivels crescentes de nitrogenio, os dados do presente

trabalho (Fig. W), mostram uma tendencia para niveis mais

- fad " - , o
altog de ureldeos Justamente nas plantas recebendo &

maior concentragao de nitrato (embora com rel s plan

tas noduladas, estes niveis ainda sdo baixos). bados se
melhantes foram obtides para plantas nao-ncdulados de
Vigna unguiculata por PATE et al. (1980}, e talvez seija
relacionado ac malor vigor das plantas cultivadas nestas

condigoes.

Portanta, o cultive de plantas nac~nodala

] k o

£y hat " : . L S " R S » *

das, com navels baixos de nitrate, resultaria, posgivel-
. - “ e . A

mente em plantas mais deficientes an ureideos. Poer ou-

tro lado, o desenvolvimento da planta seria afetado pela

deficiencia do nitrogenio, talver ltrazendo mais

do gue vantagens.

I

Pelos trabalhos consultados na Literatura,
a total ausencia de ureideos en plantag nac-nodaladas,

seda da soja ou outras leguminosas produtoras de UDe

deos, nac foi demonstrada.

Tetudos recenteg utilizando exudato do xile-—

P

ma de soja (MeCQLURE e THRALDL, 1879) e Vigna unguiceulata
(PATE et al., 1880}, revelaram que plantas nac-noduladas
transportam menos que 10% (sodal), ou apenas tragos {(Vig-

nal, do nitrogenic em forma de ureldeos. Apesar  di
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os niveis de ureideos encontrades em extratos de caule,
raiz e folha sao pouco diferentes entre plantas ﬂémwmodﬁ
ladas e noduladas (PATE et ol., 1980). lsto sugere gue
a5 varias partes da planta tem capacldade para sintese
de ureideos a partir de cutras fontes de niteopenio (PATE,

25, mesno que baixa,

1980), ou que sua produgio pelas rals

e sufilciente para atingir a capacidade destes tecidos de

acumuiar urelideos.

Oz presentes

", oy g - e - o o
gque o acumulo de ureideocs

“

5, embora, €en T

refleten as quantidades

tenham gido encontradas guantidade

BN
oy

cm toecidos de

foram ancontra

plantas noduladas. As difereng

o astas

das para folhas e caules, enbora em o

possam ser maiores (MATSUMOTC et wl., 1977 a e D).

Ume

deos encontrados

mo ocorre no exudato do xilema, pode ser utilizado COme

P e
o

um parametro de avallagao da eficiencia da fixagao de ni-

trogenio de plantas cultivadas no

Trabalhos com exuds

TNy

unguiculata (PATE et al.,, 1980)

entre a poercentagen de o

concentracac de nitrato na 0lugao Crtpretan



it

to, a coleta do exudado de plantas cultivadas no camps e
pouco praticavel. Pelos dados do presente btrabalho =
andlise do contelde de ureldeos nas vagens pode ger  mals
yiavel face as grandes diferencas registradas entre plan-
tas noduladas e nao-noduladas. Outros dados do presente
trabalho (Fig. 4) também apresentamn uma corvelagao invepr—
sa entre o nivel de ureldeos ¢ o prau de nodulacao das

plantas (em niveis diferentes de nitrate).

. Ll ® " s . -
Oz nivels de aminoacidos livreg nas Vay

4]
5
e
b
iz

. . a it =, - =
fol o invarsoe da situagae com o8 ureidecs {(Fig. 20) sendo
i 2

as plantas nac-noduladas as mais ricas. Fortanto, a sen

sibilidade do metodo pode ser aumentada se for considera
- - u fad . # b . « ”

da a relacgac ureidecs/amincacidos, ao Ilnves de simplesmen

by
1

wlilse da vagem tem outra vantageam

il
te oz ureideos, A ar

s R x g - 1 = i <
gue & a ndao d@StTMXQ&O da pLHﬂﬁ& nays nera da amoguragaln,

Entretanto, seria neces

a0 quanto a utili-

de acetileno, para chegée

ragao do metodo.



V. RESUMO

¥* e . ) o )
A gintese e acunulo de protelinas na semente

sita de um grande suprimento de nitropinio reduznido, HNor

malmente o transporte deste nitrogen: outras nartes

da planta envolve algunse oo erficos, dependen-

©

do da espécie e condigbes de

A fixagio de N, pela

~Rhizobium cultivada em meio zem Ffonte de

ral leva a incorpore Pd@ de N oo om ureddess

. = it . e, A - *
{alantoilna e acido alantoicol, que formam og principais

"y “‘;TH)Y e

compostos nitrogenados encontrados nas vias

de plantas de soja noduladas. cutro lado em soja oul
tivada na ausencia de ¢ com NOy come fonte de

S AL L Na

nitrogenio, a asgp

nante nas vias de transporte de

- -
0 acumilo de protel

dependera, portant

&

nitrogenio para a

Lramare

Os objetivos deste

Orr ]

te, verificar a prasenga dab envlias prove

(isto e, alantoina

vidas na utillza

¢ agparaginagel. Segundo, Ja mue

e Cs.,a‘&

i

. . " L
PrInCIpaLmen te ode uroL-

danca no transporte de nitre

para asparagina (naco-noduladas)

deos (plantas noduladas
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sobre a atividade destas envimas durante a4 ontogenia do
fruto, especilicamente nos tecidos da vagem, dos  cotilé
dones e do tegumento.

A asparaginase foi dosada pelo método vadiométni-

Coy apos a separdagac do produto por cromatogralia, enquan

to que a alanteoinase fol dos nedindo-se a formacio do

e

produto apés a transformacac em glioxilate

enzimas em to-

Encontrou~se atividade de

5 os tecidos do fruto, a nao onde nac

d

(&

detectou-se atvividade da asgpara

Tanto a enzima alantolnase oomo mas-

S AT ETI penan LA

trapvam baixa atividade no tepumento, o

genveLvinentao oa SETEITUE ,

pequene pice mais no fim do d

B

tanto para plantas noduladas

W T

gem e cotiledones a atividade

alta durante a fase de amimilo

de nos cotiledones, por exe

aewnulo de nitrogenio. Para 2 ag]

do semelhante o taxa de acumulo de nitr

Comparande as curvaes de atividade obtidas para

plantas noduladas e nao-nodule

havendo apenas uma tendenci



alta (vagem e cotilédone) durante Ta planta

nodulada (apesar da maturagio for coorrido mais cedod,
Por autro lado, a asparaginase (cotilodones) manteve G
atividade alta durante mais tempo nas nao-noduladas.  Foi

deste regultado em  tep-

discutido o possivel signifi
mos do fluxe de urelideos e asparagina para os frutos.

w “ oF ..
Quanto aos niveis de ureidecs e aminoicidos OS

il g
1

deos, ape

tecidos do frute, os dados mostras que 08 ure

sar de estarem assoclados com a do nodulos, fo-

* . e
a3 ﬁP@S@nt&g S2m nivens naoc COMS 25 erados nas

plantas nac-noduladas. L, destes tecidos ap o8 da

e . - e e
vagem mestraram nivelrs de ureideocs bem mals altos (200 X3

nas plantas noduladas comparado com as nas-noduladas, por

b L .
gue Ttanto nos cotililedones como no tepumento o nivel ol

o ¥ el T . R 3 S R o e g .
ureldeos fol baixo e semelhante para os

. @ - s . ® . .
interessante ccorreu com 0 nivel de amincacidos que fol

’i

p . . - "
geralmenle o inverso dos ureideos, encontrando-se niveis

¥

mais altos destes nos tecides de plantas nac-noduladas.



VI. SUMMARY

o
k

[}
o
N

The synthesis and accumulation of reserve proteins

in seeds require a large supply of v

Geneprally, the transport of nilrogen from other narts

of

the plant involves a few gpecific compounds, the neture of

which depends on the species and growih conditions,

T
:
K

The fixation of 22

by Rhizobium in symbiotic

association with soybeans, cultivated in The absence of

mineral nitrogen, leads to the incorporation of atmospheric

lantoic acidl,

nitrogen in ureldes (allantoin and al

compeunds form the main nitrogenous oo

transport stream of nedulated soybeans. OUn the other

soybeans grown in the absence of Rajzebiuwm and with

nitrogen source, contain asparagine as Lhe
transport form of nitrogen,

oo

The accumulation of protein in the fruits
plants will depend, therefore , on thelr ablility to
these compounds for the synthesis of amino acids.

The objectives of the present study were:

demenstrate the presence of the enzymes cogumed to

in the utilization of these

asparaginasel). Second, determ

change in the trans

b

These

f

o

irst,

Trvelyved

PR e A e . 2 ] ey o ] .
sport  of nitrogen from mainly ureides



o oy oy . -
agine (non-nodulated plants) on

{(nodulated plants) to aspa

o

the appearance of these enzymes during fruit ontogeny.

speciflcally in the pods, cotyledons and teguments.

Aand

A2

tometric method,

o
i
i
&

5]
it
b
ot
o

H
0
A
ot
Tt
£
I

“

inveolving the separation of the product by chromatography.

Allantoin was assayed by meast

product by a differential gl

Activity of both enzymes w

of the fruit, except in the pod where no araginase activity

wan detected, Both allantoinase and a prasented

2 only a small peak

low activities in the tegument, produci

nodulated  and

near the and of sead

non-nodulated plante

=

of allantoinase wers
most active protein accwnul

gotivity in the cotyledon was we.l.

aceumulation. Asparaginase activity w

1y p%}}i"-l@d of cotyvliedon development, although the level O

activity was lower, being similar to

aocumalation,

A commarlson of

AU E

nodulated and non-nodulated pl

except for a

and cotyledons)

This cccurred in spite of a



fruite of nodulated plants.

. .

(cotyledon) maintained hiph actliviiy over a

£

the non-nodulated plants.  The possil

el fect was discussed in terms of (he

asparagine to the fruits.

As to the levels of ureides

various fruits tissues, the data show

"

despite their association with nodule

in levels above that expected for

the fruit only the pods

{208 %)

ureides in nodulated

low but similar levels wepre

.
sainee

and teguments of both plant

level of Fpres amino acids

for ureides, since higher levels ware

nen~nodulated plants.

by

ible significance of

supply of

non-nodulated plan

e

Foured i

types.  Is

SRl Lt &

broari 5

Longer period In

this

sl

and  amino
that the ureides,
wera prasent

e OF

a LI

1]

presented ¢ high level of

mpared Lo non-nodulated,

rothe cotyledons

15 noteworthy that the

Ound 2n 1
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£

wd
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