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INTRODUÇÃO 

Às sementes» caracteristicamente, apresentam 

quantidades de reservas de metabolitos suficientes para 

suprir a. plântula durante a fase inicial de crescimento e 

desenvolvimento» ate que esta, como planta fotossintetica 

mente autotrõfica, torne-se apta para sintetizar seu pró- 

prio alimento. Tais reservas de um modo geral são com- 

postos de lípídeos5 proteínas, carboidratos » fosfatos 

orgânicos e vários compostos inorgânicos (BLACK, 1978). 

Dentre estas, as proteínas constituem o fator límitante 

em termos de valor nutricional para alimenfcaçao humana e 

animal» decorrente da carência de alguns aminoãcidos 

essenciais (KÀUL et al., 1970). Este problema tem ge- 

rado grande interesse no campo da pesquisa» quando se sa- 

be que cerca de 70% da prolelnu consumida pelo homem ê de 

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

importância da semente de plantas cultivadas como fonte 

de alimento (BLACK, 1978). Segundo JALIL e TAHIR (1973), 

os cereais contribuem, com cerca de 50% e as leguminosas 

com 18% no fornecimento de proteínas para fins alimentí- 

cios a nível mundial. Embora o teor de proteína seja 

consideravelmente alio nas leguminosas, quando comparado 

com os cereais, sua produção ainda e relativamente baixa. 

Os cereais são, de um modo geral, deficientes no 
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aminoacido essencial lisina (NELSON» 1369)5 contrastando 

assim com as leguminosas» onde o teor de lisina ê geral- 

mente alto. Por outro lado, as leguminosas sao carentes 

no aminoacido metionina» enquanto que os cereais contem 

níveis mais elevados deste aminoacido (EGGUM, 1968). Por 

este motivo, as proteínas de cereais e leguminosas têm 

mutuamente um efeito suplementar em termos de aminoaci- 

dos. 

0 processo cie desenvolvimento da semente envolve 

a síntese de muitas proteínas como as enzimas que partici 

pam do metabolismo celular e as 0ha.na.aa3 proteínas de re- 

serva. Nas plantas cultivadas de importância, econômica, 

destaca-se a semente como o orgão que apresenta maior eon 

contração de proteína. Por exemplo, sementes maduras de 

leguminosas geralmente apresentam teores de proteína. em 

torno de 25 a 30% (EVANS e GRIDLEY, 1979), em certos ca- 

sos chegando a atingir ate 501, como a soja. (HARTWIG, 

1969) . 

0 acumulo de proteínas em sementes, varia em tor 

no de 1 a H mg por dia, num período de aproximadamente 

2 5 a. 3 5% do tempo necessário para a maturaçao das semen- 

tes, como foi constatado em Písum eativum (BEEVERS e 

POULSON» 1972; BASHA e BEEVERS, 1976), Pisum arvense 

(FLINN e PATE, 19 6 8), Vicia fãba (MILLERD et al,, 1971$ 
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WRIGHT e BOULTER» 1972), Zea mayv (MURPHY e DALBY, 1971) 

e soja ÇBILL e BREINDENBACH, 1974), Nessa fase de acurau 

lo de proteína» as sementes necessitam, de um grande supri 

mento de nitrogênio. Esse nitrogênio e fornecido pelas 

raízes e folhas, e e transportado através do xilema e 

floema para os frutos (PATE4 1973 ; LEW1S e PATE, 1973 ), 

A produção das sementes depende em grande parte, da efi- 

ciência do processo onde partes vegetativas da. planta con 

tribuem com nutrientes para o desenvolvimento dos frutos 

(MORI, 1981), 

A principal forma de nitrogênio utilizada pela 

planta e o nitrato, o qual e absorvido do solo pelo siste 

ma radioular. Entretanto» esta forma de nitrogênio não 

pode ser utilizada pelas sementes, urna vez que estas são 

incapazes de reduzir nitrato (SCHLESIER, .1977 ; MORI, 

1981). 0 orgão reconhecido como o sítio de redução e 

assimilação de nitrato ern muitas plantas e a. folha ÍBEE™ 

VERS» 19 76 )» embora as raízes contribuam de unia maneira 

significante em algumas espécies. A contribuição das 

raízes parece estar ligada a sua capacidade de reduzir 

nitrato» de modo que» quando esta capacidade for ultrapas 

sada» o excesso e translocado através do xilema para ser 

reduzido na folha (PATE eb al,, 1974), 

Alem do nitrato, o íon amônia também pode ser 

urna fonte; importante de nitrogênxo para a planta» princi- 
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palmente parei aquelas especies adaptadas a. solos ácidos 

ricos em matéria orgânica, onde; a amcSnia parece ser a for 

ma principal de nitrogênio disponível (PATE ei al., 1974). 

Porém, esta forma de nitrogênio não se encontra nas vias 

de transporte da planta, mesmo que seja cultivada em pre- 

sença de altos níveis de amônia (IVANKOV e INGVERSEN, 

1971), Isto sugere que, embora a capacidade da raiz em 

reduzir nitrato seja limitada, a assimilação da amônia 

nao e (WALLACE e PATE, 1967). Provavelmente um siste- 

ma eficiente torna-se necessário na raiz para prevenir 

reações tóxicas da amônia» 

Outra forma de nitrogênio disponível a planta e 

o nitrogênio atmosférico, e apenas as espécies que formam 

associações sínibíoticas com bactérias fixadoras de nitro- 

gênio são capazes de aproveitá-lo (PATE ei al* * 1969), 

Um exemplo importante deste e a associaçao Rhizobiurn - ts 

gumínosae, A fixação do nitrogênio atmosférico neste 

sistema envolve, também, a redução do nitrogênio para aaô 

nía que, por sua vez, é rapidamente assimilado na forma 

orgânica pelos tecidos do nõdulo, os quais são considera- 

dos como o sítio de fixação de nitrogênio ÍSCOTT et al. , 

1976). 

Alem dos produtos de redução e assimilação do ni 

trogenio inorgânico, a semente pode ainda contar com ni- 

trogênio reduzido na. forma de aminoacidos» nroveniente da 



degradação de proteínas em orgãos senescentes. Durante 

a. senescencia foliar» por exemplo» ocorre uma quebra rãpi 

da da proteína (PETERSON e HUFFAKER» 1975; FELLER et al„3 

1977 ; STOREY e BEEVERS, 1977 ; TH OMS, 1978) e, concomi- 

tantemente, um aumento na concentração de aminoacídos no 

floema (HALL e BAKER, 1,97 2 ; PATE et al. , 1974; VAN DIE 

et ai, , 1975 )» Â correlação entre clegradaçao de protex 

na e a formação de asparagina em folhas, foi notada pela 

primeira vez, por MIYACHT (1897 , in LEA e MIFLIN, 1980 ), 

Outros trabalhos mostram que ocorre urna sucessão de rea- 

ções envolvendo a degradação de proteína com formação de 

glutaraina, asparagina e finalmente amônia (YEMM e WILLIS, 

1956). Isto significa que, provavelmente, estes compo£ 

tos sejam os produtos principais da degradação de proteí- 

na, os quais são transportados através do floema. das fo- 

lhas para os frutos em desenvolvimento (THOHAS, 1978), 

Os produtos da, redução e assimilação do nitrogê- 

nio inorgânico sao transportados para o fruto na forena 

organíea, saindo das raízes £ das tolhas através das vias 

de transporte seja do xilema ou do floema (PATE ei al, , 

1975). De um modo geral, os compostos nitrogenados cons 

tituem o maior componente da seiva do xilema, embora sua 

concentração situe-se em torno de 0,01 a 0,2% (p/v). Por 

outro lado, a concentração cie nitrogênio na seiva do floe 

ma e de 10 a 20 vezes maior (DIE e WILLEHSE, 1375; PATE 



et al., 1975 ; PATE, 197G). De qualquer forma, a. nutri- 

ção dos frutos parece depender mais do floema do que do 

xilema, uma vez que os frutos possuem poucas ligações com 

o xilema e não transpiram (PATE et al.% 1977). 

Os principais solutos nitrogenados transportados 

sao altamente específicos daquelas espécies de plantas 

onde os conteúdos do xilema e do íloema foram examinados 

em um mesmo grupo» Por exemplo, em muitas espécies de 

plantas as arnidas glutamina e asparagina constituem as 

principais formas de nitrogênio transportado (BEEVEES, 

1978; MIFLIN e LEA, 1977; PATE, 1980), No caso de 

Datura (LEWIS, 1975), milho (ARRUDA e SILVA, 197 9 ) e ceva. 

da (TULLY e HANSON, 1979), a glutamina é a forma predomi 

nante, com apenas traços de asparagina» Ja no caso de 

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

sentando mais de 50% do nitrogênio translocado, como foi 

verificado em Lupinus álbum (PATE ei ai,, 197T; ATKINS 

ei al.% 1975), Pie um arvenee (PATE c WALLACE, 1961), Pí 

8um sativum (LEWIS e PATE, 197 3), soja (STREETER, 1972 ; 

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

Em leguminosas não tropicais como o Lupinus, 

cerca de 60 a 70% do nitrogênio no xilema encontra-se na. 

forma de asparagina, muitas vezes presente no limite de 

sua solubilidade» independente se o nitrogênio é derivado 

da fíxaçao de nitrogênio ou da assimilação do nitrato 
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cais, o principal composto nitrogenado encontrado nas 

vias de transporte muda de acordo com a fonte externa de 

nitrogênio ÍMÂTSUMQTQ et al,, 1377; OHYAMA e KUMAZAWA, 

1978; HERRÍDGE et al, , 1978). Quando a planta ê nodula 

da, e portanto utiliza o nitrogênio derivado da fixação, 

a asparagína de seiva e substituída pelos ureídeos (UIQMAS 

e SCHRADER, 19 81),» 0 cultivo dessas leguminosas tropi- 

cais em presença de nitrato, o qual inibe a nodiilação e, 

consequentemente, a fixação de nitrogênio (ATK1NS e PATE, 

1379), reduz a concentração de ureídeos a níveis muito 

baixos,de forma que a asparagina torna-se a. forma de ni- 

trogênio predominante nessas condições (PATE et al* , 

1979). 

Embora conhecidos de longa data corno importantes 

compostos nítrogenados em varias plantas, os ureídeos 

(alantoína e ácido alantõico) sõ foram estudados mais 

intensivamente após o reconhecimento de sua importância 

como produtos da fixação cie nitrogênio em leguminosas tro 

picais como soja, feijão de corda e Vhaseolus sp-, CTHOMAS 

e SCHRADER, 1981). 

No caso da soja, foi verificado que 86% do nitro 

gênio existente na seiva do xilema encontra-se na forma de 

ureídeos, quando a planta e totalmente dependente da fixa 

ção de nitrogênio (VAN DER DRIFT e VOGELS, 1366; NIRMÃLA 
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e SASTRY, 1975; MATSUMOTO et al., 1977; McCLURE e 

ISRAEL, 1979), Segundo ISHIZUKÀ (1977), o nitrogênio na 

forma de ureídeos aumenta predominantemente durante a fi- 

xação de nitrogênio, e nas sementes e mais eficientemen- 

te usado na produção de proteínas do que o nitrogênio na 

forma de amxnoacidos ou nitrato. 

A associação da síntese e transporte de ureídeos 

com a fixaçao de nitrogênio atmosférico em leguminosas 

tropicais foi bastante estudada principalmente em soja, 

MATSUMOTO et al. (1977 a b) demonstraram o acumulo de 

ureídeos em varias partes de plantas de soja noduladas, 

enquanto que plantas não-noduladas continham níveis bas- 

tante inferiores. Tratando soja nodulada com acetileno, 

que ê inibidor competitivo da fixaçao de nitrogênio, ocor- 

re um decréscimo signifieante na quantidade de ureídeos 

existente na seiva do xileraa (ISRRAEL e McCLURE, 19 80 ), 

Evidencias mais diretas quanto a essa associação foram 

obtidas por OHYAMA e KUMAZAWA (1979), quando verificaram 

.15-,, . . . 
que o """N,-, foi. incorporado principaimente nitrogênio na 

* 1 5 
forma de ureídeos, enquanto que usando '"""NO,, a incorpora- 

ção se deu. principalmente em asparagina. 

A iníbição da fixaçao de nitrogênio pelo nitrato 

em soja (MATSUMOTO et al, , 1977; McCLURE e ISRAEL, 1977) 

e em outras leguminosas (PATE ei ai, % 1980), com conse- 

qüente variação nos níveis de ureídeos, ja foi. bem doou- 
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mentada, Um estudo com Vigna unguioulata demonstrou 

que plantas noduladas tratadas com níveis ciei nitrato na 

faixa de 0 a 20 mM leva a uma diminuição progressiva no 

nível de ureídeos no xilema» com aumento da concentração 

de nitrato (PATE et ai,, 1980), 

Alem da glutamina, asparagina e ureídeos, foi 

verificado que outros compostos podem predominar na compo 

síçao do sistema vascular em alguns casos isolados, por 

exemplo, punetilerio glutamina em amendoim CFOWDEN, 19 58), 

citrulina em L, albus (PATE, 197],) e argínina em algumas 

arvores (TKüMP e OVAA, 1979). Os alcalóides transportam 

quantidades significativas de nitrogênio no xilema. de cer 

tas espécies de plantas, enquanto que o aminoacido homos- 

serina se destaca em ervilha (PATE, 1980), 

0 exudato do floema de algumas espécies de plan 

tas apresenta grande quantidade de proteínas, 10 mg de 

proteína por ml de exudato de; Cuaurbiia (CRAFTS e CRISP, 

1971)s mas estas não são consideradas como constituintes 

moveis (ZIEGLER, 1975). 0 componente enzimatico no exu- 

dato do floema sugere a possibilidade de transformação du 

rante a passagem por este (ZIEGLER, 1975). 

Apos o reconhecimento da asparagina, glutamina 

e ureídeos como importantes formas de nitrogênio transpor 

tados, dentro da planta, surgiram trabalhos visando escla 
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recer o modo de utilização desses compostos nos sítios de 

consumo. 0 estudo da raetabolizaçio da. asparagina tem se 

apresentado como um dos mais difíceis, apesar de sua posi 

ção de destaque entre os aminoacidos nos vegetais ser co- 

nhecida a. bastante tempo. De fato, a alta concentração 

deste aminoãcído em algumas espécies de plantas, como e o 

caso da. Aaparagya officinalea, foi a razão que levou ao 

isolamento da asparagina como o primeiro aminoácido iden- 

tificado (DELAVILLE, 1802 in LEA e FQWDEN, 1975). LEA 

et al (1.988 ) e THING e ZSCHOCHE ( 1 97 0 ) sugeriram que a 

asparagina nao e metabolizada pela planta, sendo apenas 

um constituinte de proteínas. Para RIJVEN (1956), a 

asparagina agiria somente como uma fonte de nitrogênio pa 

ra o crescimento de embriões jovens. Entretanto, tem si 

do possível cultivar tecidos vegetais cora asparagina como 

única fonte de nitrogênio, como e o caso de cotiledones 

isolados de leguminosas CMILLEED et al. > 1975; THOMPSON 

et al. f 19 7 7 e LEA et al., 197 9 b) ; Bpiroãela oligovrhíza 

(FERGUSON e BOLLARD, 1969) e Lemma minar' (STEWART, 1972), 

o que sugere que a asparagina. pode ser facilmente metabo- 

lizada. 

Para explicar o metabolismo da. asparagina LEA e 

MIFLIN (1980) consideraram a participação de três pos- 

síveis enzimas; asparaginase, asparagina amínotransfera™ 

se e asparagina amidatransferase. LEES e BLAKENEY (197 0) 



detectaram a. atividade da enzima asparagínaGe em extrato 

cru de planta Doliohos lah lab, sendo que a maior ativi- 

dade ficou distribuída entre raízes e módulos das plan- 

tas. Nos nódulos a atividade da asparaginase foi encon- 

trada na fração do bacterioide. Igual distribuição des- 

ta enzima foi demonstrada nos nódulos das plantas de soja 

por STREETUR (1977), Entretanto, apesar das muitas ten- 

tativas, nenhum dos trabalhos referentes a asparaginase 

demonstrou que a enzima apresenta atividade significati- 

va, Porem, uma preparação muito ativa foi detectada e 

caracterizada em sementes imaturas de Lupínus polyphyllus 

(LEA et aí., 1978). A enzima foi purificada cerca de 

SOO vezes e mostrou ser específica para asparagína, 

ATKINS et al. (1975) também detectaram a. presença de enzi 

ma em extrato cru de sementes imaturas de Lupinue albus. 

Tentativas foram feitas por BEEVERS e STOREY (1976) e 

LEA et al. (1978) para detectar a presença da enzima em 

sementes de ervilha e de outras leguminosas, mas sem su- 

cesso, Recentemente, SODEE et al. (1980) mostraram indí 

cações da existência de atividade da asparaginase, atra- 

vés da necessidade do íon potássio, em cotiledones e tegu 

mento de sementes imaturas de ervilha e outras legumíno- 

sas. A atividade da enzima encontrada nos cotiledones 

demonstrou ser suficiente para fornecer todo o nitrogênio 

necessário para a acurnulaçao de proteína na semente duran 

te o período de maturação. A presença cie uma enzima em 



sementes de ervilha, capaz de metubolizar asparagina, 

explica o crescimento de cotílêdones isolados de ervilha 

e soja quando mantidos em cultura com asparagina como uni 

ca fonte de nitrogênio (MILLERD et al., 1975; THOMPSON 

et al, , 19/7 e LEA et al, , 1979 a). Utilizando inibido- 

res específicos da glutamina sintctase e GOGAT, LEA et 

al» í 1.9 79 b) conseguiram demonstrar que a arnônia liberada 

pela asparaginase e reassirailada via glutamina sintase 

antes da sua incorporação em proteínas na semente. 

Quanto a segunda enzima, possivelmente envolvida 

na utilização de asparagina, a asparagina arnino transi era- 

se (transaminase) foi detectada em extrato cru de tecidos 

de planta por MEISTER et al. ( 195 2 ) e WILSON et aí AlSSt). 

Entretanto, estes trabalhos tiveram por objetivo o estudo 

das transaminases em geral, uma vez que as amínotransfera 

ses sio conhecidas por terem múltipla especificidade 

(WXGUTHAN e f ORE ST, 1978), lato veio mostrar' que existe 

a possibilidade da asparagina (como qualquer- outro aniínoã 

cido) de agir como um substrato para esta. enzima. 

Uma. transaminase envolvendo especificamente a. 

asparagina foi detectada por STREETER ( 1.9 77 ) em extratos 

de folha de soja, 0 estudo sobre a enzima revelou que, 

dos 2-oxoacidos normalmente encontrados neste tecido» o 

piruvato foi o mais ativo como receptor do grupo alfa-ami 

no da asparagina. A reação proposta foi a seguinte: 
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ASPARAGINA + PIRUVATO < S» OXOSUCCINÃHICO + ALANINA 

A enzima responsável pelei utilização do produto» 

o ácido 2-oxosuccinamico» e sua transformação em oxalo- 

-acetato e amonia, foi também detectada. 

Através de estudos realizados com '"N em plantas 

de ervilha s LLOYD e JOY { 19 7 8 ) coni;irmaram a transarnina- 

ção da. asparagina como um caminho importante na quebra da 

amida em folhas * 0 produto Z-oxosuccinamato pode ser 

deaminado, mas este estudo demonstrou que a maior parte 

do composto foi reduzido para 2-hidroxisuccinaraato para 

posterior degradação em amonia e malato. Estudos sobre 

a localização da asparagina transaminase em outros teci- 

dos revelaram níveis baixos em sementes imaturas de ervi- 

lha, quando comparadas com a atividade da asparagina.se 

dependente do xon potássio (IRELANI) e JOY, 1981), 

Quanto à terceira enzima considerada por LEÁ e 

FOWDEN (1975 a, A), a asparagina amidatransíerase, sua 

possível presença em tecidos vegetais foi aventada em 

1974, em estudos sobre a enzima glutamina amidatransfera- 

se. Esta enzima transfere o grupo amida da glutamina 

para 2-oxoglutarato, porém, STEWART et al, (1980) FOWLER 

et al. (1974) e DOUGALL (1974) verificaram que a asparagi 

na. poderia substituir a glutamina na reação. Mais tarde, 

MIFLIN e LEA (19755 mostraram que a aparente utilização 
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da asparagina na reação foi devida, a uma pequena quantida 

de de aspartato como contaminante da asparagina comer- 

cial. A asparagina, cromatografieamente livre de aspar- 

tato, não substitui a glutamina na reação, impondo serias 

duvidas quanto a existência desta encima, Embora não te 

nha sido inequívoca a demonstração da existência de uma 

asparagina amidatransferase„ a possibilidade de sua pre- 

sença nao pode ser descartada, uma vez que parece ser bem 

mais razoãvel a transferência direta do nitrogênio amida 

da asparagina para evitar a reassimilaçao da amonia, o 

que e necessário no caso das outras duas enzimas, aspara- 

ginase e asparagina aminotransferase (LEA e HIFLIÍy, 

19 8(3) . 

De qualquer forma, a utilização da, asparagina, 

nos sítios de consumo de planta, pode ser resumida no tra 

balho de IRELAND e JOY (1981) , que demonstraram a impor- 

tância da asparagina transaííúnase em folhas, raízes e 

vagens. Nas sementes em desenvolvimento» a. asparaginase 

e a principal responsável, pelo metabolismo deste aminoãci 

do. Um esquema, proposto para o metabolismo da asparagi- 

na em semente esta mostrado na pagina seguinte. 

Á utilização da glutamina pela. planta parece 

envolver a enzima glutamato sintase (G0GAT5„ Esta enzi- 

ma foi recentemente descrita (TEMPEST et a?.,, 1970 ), mas 

sua atividade tem sido facilmente demonstrada em alguns 
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tecidos de plantas, tais como folhas (LEA e MIFL1N,1974), 

raízes (FGWLER et al, 1974; MIFLIN e LEA * 197 5 ); nodulos 

(ROBERTSON &t al* , 1975)e em culturas de tecidos vegetais 

(DOUGALL, 1974). BEEVERS e STO.REY (1976) verificaram a 

presença da enzima em cotilédones imaturos de ervilha. 

GOGAT e a enzima que cataiiza a transferencia do grupo 

amída para a-cetoglutarato forniando glutamato, o qual pq 

de fornecer o grupo amino para a biossxntese de outros 

aminoacidos via reações de transaminase (veja esquema 

acima). SODEK e SILVA (1977 5 , sugeriram que a enzima 

GOGAT desempenha um papel importante no metabolismo do ni 

trogênio em endospema de milho, onde o nitrogênio, trans 

portado na forma de glutamina» se torna, disponível para. a 



síntese de outros aminoacidos. 

Quanto ã utilização dos ureídeos pelos frutos» 

ou qualquer outro orgão da planta, ainda nao esta bem 

esclarecido» talvez seja porque estes compostos apenas re 

centemente ganharam importância em plantas apesar de terem 

sido descobertos em 1.930 por FOSSE e colaboradores (in 

THOMAS e SCHRADER, 1981). 0 esquema abaixo» elaborado 

por THOMAS e SCHRADER (1.9 81)» resume conhecimentos sobre 

o metabolismo destes compostos em microorganismos. 

ALANTOINA 

Al.aiito.ina.se 

ALANTÕICO- 

Alantolcace 

Alantoato 

Am i d a - h i. d ro lase 

URÜIA t AC. UREfDO GLIOCÕLICO UREIDOGLICINA + NH,, 

Ureidoglicola; 

URÉIA + GLIOXI LATO UREfDO GLICOLATO + NH. 

C0„ + 2NíL 
\ u rei d o g. licola.se 

Como podemos observar no esquema acima, existem 
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duas vias para a degradação dos ureldeos (alantoína e ãci 

do alantoico), uma envolvendo a enzima alantoato amidahi 

drolase e outra envolvendo a enzima alantoiease. A via 

da alantoato amida-hidrolase e encontrada em Streptococus 

aliantoious (V06ELS» 1963; VOGELS e VAN DER DRIFT, 1970) 

e em certos estirpes de Pseudomonas e Penieillwn sp. 

(VOGELS» 1963 ; T.RIJBELS e VOGELS f 13 66 ), Por outro la- 

do, a via que envolve a enzima alantoicase é encontrada 

na espécie Pseudomonas aerugínosa (TRIJBELS e VOGELS, 

1966; VOGELS, 1969). É importante notar, também, que 

as duas vias levam a formação dos mesmos produtos, uréia 

e glioxilato. Porem, um dos sistemas resulta na produ- 

ção de 1 mol de uréia por mol de alantoina, e o outro 2 

moles. 

Embora não exista na literatura nenhuma informa 

ção quanto à utilização dos ureídeos pelo fruto, há estu- 

dos sobre as enzimas possivelmente envolvidas em outras 

partes da planta. Vários trabalhos tem demonstrado a 

presença da enzima alantoinase em plantas, princípalmeirte 

com relação a associação da enzima e os glioxissomos, ou 

outras estruturas membranosas em células ds orgãos ativos 

na degradação de lipídeos, como na rnainona (G0.RD0N, 196 9 ; 

ST, ÂNGELO e QRY, 1970; THEIMER e BEEVERS, 1971), amen- 

doim (SINGH, 1968 ín TKOMÂS et ai.* 1980) e soja (VOGELS 

et ai., 1966). 
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Quanto as demais enzimas envolvidas na degrada- 

ção dos ureídeos (veja esquema página 16), existem alguns 

trabalhos (VAN DER DRIFT e BOGELS, 1966; SINGH, 1968; 

ECHEVIN e BRUNEL, 1973; HARTMANN e ARNOLD» 1974 in 

IHOMAS et al•i 1980 j TAJXMA et al. t 187?) descrevendo a 

atividade da enzima alantoicase em plantas. Porem,, devi 

do a problemas no método de ensaio, não se pode afirmar 

que a presença desta enzima sm tecidos vegetais "tenha si- 

do demonstrada, (T.HOMAS e SCBRADER, 19 81). 

0 fato de que os ureídeos são produtos específi- 

cos da fixação do nitrogênio nos nodulcs, desperta inte- 

resse cxentilxco uma vez que a nutrição nitrogenada do 

fruto muda drasticamente quanto a planta e nodulada ou 

não. Plantas noduladas transportam nitrogênio princi 

palmente na forma de ureídeos, enquanto que, em 

plantas nSo-noduladas a forma predominante e a asparagi- 

na, com somente traços de ureídeos. Este sistema permi- 

te estudar se tal mudança no transporte de nitrogênio po- 

de influir na atividade das enzimas envolvidas no metabo- 

lismo da asparagína e dos ureídeos em frutos. 0 fato da 

nao existência, de dados na literatura 9 acerca da presença 

das possíveis enzimas envolvidas no metabolismo da aspara 

gina e dos ureídeos em frutos de soja,, ê de adicional in- 

teresse, principalmente em virtude das varias possibilida 

des que existem para o metabolismo destes compostos, jus- 
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tificando assim os objetivos deste trabalho, que sao: 

1. Verificar a presença das enzimas asparaginase 

e alantoinase em tecidos de frutos imaturos 

de soja. 

2» Verificar se a forma de nitrogênio transporta 

do para os frutos influe na atividade destas 

enzimas. 
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II. MATERIAL C MÉTODOS 

1, Material Vegetai. 

Para o desenvolvimento cio presente traba- 

lho» foram usadas sementes de soja {Glyoine max (L.)Merr, 

cv. Santa Rosa), fornecidas pelo Instituto Agronômico de 

Campinas - São Paulo* As sementes foram primeiramente 

esterilizadas em cloreto de mercúrio a 0S1I durante 3 mi- 

nutos» e em seguida lavadas em ãgu.a destilada. Após a 

esterilizaçãos as sementes foram colocadas para germinar 

em potes de plástico com capacidade para 3 litros» usan 

do-se vermiculita como substrato. Os potes e a. vermicu- 

lita foram cuidadosamente lavados e autoclavados à tempe- 

ratura de 1200C durante 15 minutos. Para a obtenção de 

plantas noduladas e não noduladas, as plantulas no está- 

dio cotiledonar (10 dias) foram divididas em dois lotes e 

um deles inoculado com 2 ml de Rhizobium japÔníeuw estir- 

pe SMS-65 fornecido pela seção de Microbiologia do Solo 

do Instituto Agronômico de Campinas s e o outro lote não 

foi inoculado. Tanto os potes dais plantas que foram ino 

culadas» assim como os das nao inoculadas, foram recober- 

tos com unia camada de algodão hiclrofilo e com uma folha, 

de papel de filtro. A parte inferior dos potes também 

foi forrada internamente com uma camada de algodao. To- 
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dos estes cuidados foram tomados para que se evitasse 

qualquer forma de contaminação. Durante todo o período 

experimental as plantas foranj mantidas cm casa de vegeta™ 

çao, a temperatura ambiente. Com o aparecimento da pri- 

meira folha trifolioladas iniciou-se o tratamento com so- 

lução nutritiva. As plantas nao-inoculadas foram trata- 

das com solução nutritiva normal de Hoagland, preparada 

nas seguintes concentrações; 

Mac ro nu t r i entes 

KH PO 
^^2 !4 

1 rrll u3uo3 2860 mg/l 

S mM MnCl9 Ji .H90 1010 mg/l 

Ca{N0Q 5 4.H90 - 5 mM ZnSO,, • 7 . Ho0 '20 mg/: 

MgS04.7.H20 2 mM CuCO » 5 , fi0 0 
-l' A. 

80 mg/l 

.H„0 
l 4 2 

2 0 mg/1 

FeS04.7H,;0 29,4 ms/: 

+ EDTA.N/ 2 me/. 

As plantas ínoculadas foram tratadas com solução nutriti- 

va deficiente de nitrogênio, preparada corno descri' :o a 
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seguir:, 

Mac r o n u t r i. e n t e s 

KHP 0 , - 1 tiíM 
Z 4- 

KoS0, - 2 mM 
2 H 

MgSO - 2 mM 

CaSOj - 2 j !:.i niM 

As concentrações de micronutrlentes e Fe-EDTA foram as 

mesmas utilizadas na solução normal de Hoagland, Nos 

dois casos foi feita irrigação duas vezes por semana, 

usando-se volume de 200 ml por pote» los intervalos as 

plantas foram irrigadas com ãgua destilada, uma ou duas 

vezes por semana, de acordo com a. necessidade, 

Quando as plantas atingiram o estádio de 

desenvolvimento» da segunda folha, t rifo lio lada., elas fo- 

ram induzidas â floração aplicando-se fotoperíodos curtos 

de 9 horas durante 4 dias, o que permitiu a obtenção de 

plantas de pequ eno port e , apro xi.ma domen t e un i f o rme s. 

Após a floração» com o aparecimento dos 

frutos, as plantas foram utilizadas para determinações fi 

Biológicas e bioquímicas, onde; utilizaram-se frutos de 



nos específicos (59 ao 79 no). 

2. Metodologia 

2.1 - Avaliaçao da Atividade Enzirnatica 

Foram feitas analises paia, a. deter- 

minação da atividade das enzimas envolvidas na utilização 

dos ureídeos e da asparagina durante a fase de desenvolvi 

mento do fruto de plantas noduladas e nao-noduladas. Cs 

ensaios foram feitos nas vagens, cotiledones e tegumento, 

desprezando-se o eixo embrionário. Os valores foram 

obtidos através da média de 1H vagens por tratamento. Os 

tecidos foram pesados separadamente antes da extração. Ca 

da vagem continha 2 sementes. 

2.1.1 - Extração 

0 extraio foi preparado ocm 

o tampao ímadozol, pH 890, 0,5 mM de EDTA e 1 mH de DTT. 

0 tampão foi usado na proporção de b mi por grama Ce teci 

do, mantendo-se o material em temperatura baixa (. ü-tAç), 

Apos a pesagem do material., os tecidos foram desintegra- 

dos com um hornogeneizador Polytron modelo ET 75, durante 

15 minutos, em seguida centrifugados a 10,000 x g, duran- 

te 15 minutos a QaC, Apos a. centrifugaçao o sobrenadan- 
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te foi utilizado para a retioada. da alíquota::; de 2 ml pa- 

ra o processo de dessaiinizaçao, passando pela coluna de 

oapdadex d 2o CO a 0^0 ord oí.jur..1..j1Lda;aOcí coni o icunpao 

ae extração» A fraçao protcxca. (2- mi) foi coletada para 

as determinações enzimaticas. 

2.1.2 ™ dnsaio da Enzima Alantoina- 

ii, ae-cerminaçao da atividaae 

da enzima alantoinase (E.C. 3,5,2.5) foi realizada dosan- 

do-se a formação do produto» ãcido Liantoieo pelo método 

descrito por TRIJBELS e VOGELS (1955); 

10 0 0C 

ac ido a 1 arrt o ico -> uréia + plicxilato 
Fenilhxdra 

min»idi ac ido 

zina . K.F^CN" 
" derivado ^ coloração vermeih 

0 meio de ensaio consistiu 

de alantoina (15 mM) , 50 mil de tampão Trís HCl, pH 8 ,0, e 

uma alíquota do extrato com um volume final de 2 ml. 0 

extrato foi incubado em banhe 1 cí '.P .L cl ci, v) o {) ^ d'5 
0 ' C e em xnterva 

los de 20 minutos até 1 hora, foram retiradas alíquota: 

de 0,2 ml e a. reaçao foi interrompida ionando-se uma 



mistura de 0,05 ml de Hül a 0*65 N, 1,15 ml de agua destí. 

lada e, em seguida, 0,2 ml de fenilhidrazina a 0,33%. Os 

tubos da reação foram então colocados em banho fervente 

durante 2 minutos e depois levados ao gelo por 10 minu- 

tos. A seguir, foram adicionados 0,8 ml de HC1 concen- 

trado e 0,2 ml de ferricianeto de potássio a 1,651, cora- 

pletando-se um volume final de 1- ml corn água destilada. 

A leitura da absorbancia da solução foi feita em espectro 

fotõmetro, a 525 nm, e os valores expressos em ymoles de 

ácido alantoico por hora, por tecido usando padrao na fax 

xa de concentração de 10 a 1.00 nmoles. 

2.1.3 - Ensaio da Enzima Glutamina 

S i n t e a s c 

A atividade da glutamina 

sintetase (E.C. 6.3.1.2) foi calculada pelo roetodo descri 

to por RHODES et ai* (1975) , através da formação cie 

y - glutamil hidroxamato (reaçao "sintetase") a partir do 

glutamato e hidroxilamina, que substitu 

pode-se observar pe1a reaçao: 

unorna, como 

Glutamato + Amônia (H0NH9) a ATP  Glutamina (Gluta- 
1 Mc 

mil Hidroxamato) + ADP + Pi. 



O meio da reação consistiu 

de 1 mM de AIP » 4- >5 iiíM de Mg Cl 2 } 0,6 ntM de h i drox i lami na 

HC1, 7,5 mM de L-glut ama t o (n e u t ra 1 ;L z a d o c o m K OH), 5 0 mM 

de ímídazol a pH 7,2 e extrato enzímãtico obtendo-se um 

volume final de 1,6 ml. Os meios de reação foram leva- 

dos ao banho-maria, ã uma temperatura de 3üí!€. Em ínter 

valos de 0,15 e 30 minutos foram retiradas alíquotas de 

0,5 ml do meio de reaçao, as quais foram adicionados agen 

Le contendo 0,67 N da Htl0,20 M cid acxdo tricl or,iO0ce,t"i ™ 

co e 0,37 M de FeClg (FERGUSON e SIMS, 3971), Estabele- 

cida a cor da reaçao as amos Oras foréiir cnentcrilupçadâSi a. 

2 SOO x gf durante 10 minutos a fim de remover as proteí 

nas precipitadas. A quantidade de y - glutamil hidroxa- 

mato foi determinada colorimetricamente a 535 nm, saben- 

do-se que 1 jjmol deste produto, nas condições do ensaio, 

da uma absorbancía de 0,31 (MORI, 1981), 

2.1.4 - Ensaio da Enzima GOGAT 

A atividade da glutamina 

oxo-glutarato amidatransferase (E.C, 2,8.1.53) foi deter- 

minada pelo método proposto por DOUGAL (1974), através da 

quantificação do NADH oxidado pela enzima dependente da 

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

Glutamina + a-eetoglutarato + NADH—^>2x Glutamato + NAD+ 
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O meio de reação para o 

ensaio da enzima consistiu de 5 mM de glutaniina, 5 mM de 

a-cetoglutarato, 0,1 mM de KADH, uma alíquota de prepara- 

ção enzimatiea e 50 mM de Tris HC1, pH 7,5, com volume 

final de 3,0 ml. 

Á reaçao foi acompanhada, em 

cubetas que permaneceram em banho-roaria a 300C. Nos in- 

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

feitas diretamente no espectrofotômetro a 310 nm. A ati 

vidade foi calculada pela. taxa uc oxidacuo do MADH que 

foi calculada utilizando-se o cocíicjente de extinção pa- 

ra o NADH de E 31+0 nm = 6,22. 
mM 

z.l. 5 — unsdio ca t,nz2j£i.a. ás par agi. na 

0 método para a dosagem da 

atividade da enzima, asparaginase CE. C. 3.5.1.1) consistiu 

1 d 
em incubar os extratos com C-asparagxna e de terminar1 a 

l 4 
quantidade de C-aspartato formado apos separaqao por 

cromatografia em camada, delgada, segundo SODEK et a'l, 

( 19 80 ) . 

0 ensaio foi realizado em 

micro-tubos de centrifuga de polipropileno contendo um vo 

lume total de 150 yl, onde foram adicionados ü - aspara 



gína (10 mM) , TrisJÍCl (50 miM) pli 0,0, K.Cl (50 mM) e 

extrato enziniatico. No tempo zero íoram transferidos 75 

yl do ensaio para. outro tubo mantido em. geloj e o primei 

ro tubo incubado a 300C durante 1 hora» A reação roí 

paralizada pela imersão dos dois xubos em apua fervendo 

por 5 minutos e, em seguida, colocados para esfriar. Os 

tubos foram depois centrifugados a fim dc remover toda 

proteína precipitada. 

Uma alíquota de 30 pi foi 

aplicada numa placa cromatografica de celulose: sílica 

10:4 de acordo com TURNER e REDGWELL (195 6), e a. cromato- 

graf ia desenvolvida em íenol: água (00:70 p/v). Os ami- 

noãcidos foram localizados pulverizando-se a placa com 

um reagente fluorescente não-destrutivo (DAVIES e HIXLIN, 

1.978) e observados sob luz ultra-violeta, A area cor- 

respondente ao aspartato foi retirada coletando-se o po 

num disco de fibra de vidro (Whatman GF/C) empregando um 

dispositivo de sucção, segundo DAVIES e MIFLIN (1978), 0 

disco foi introduzido num frasco de cintilação contendo 

5 ml de mistura cirvtilddora (4 g i'í'0 e IDO mg POPOP por 

litro de tolueno) e a contagem de radioatividade feita em 

contador de cintilação (Beckman LS - 100 C), A transfor 

maçio de cpm em pmoles foi feita através da atividade es- 

pecífica do substrato marcado ( 50 . 0 00 cpsn/gmol). 
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2,2 - Dosagem de Componentes Não-Enzimãtí 

COS 

Usando o mesmo material, ou seja, 

vagem, cotilédones e tegumento de plantas noduladas e 

nlo-noduladas, foram determinadas as concentrações de 

ureídeos, aminoácídos e proteína, de acordo com o método 

específico de cada um, 

2.2.1 - Mexo de Dxtraçao e Fracío™ 

namento 

A extração do material vege 

tal foi feita em. metanol, clorofomio e água (HCW) nas 

proporções 12:5:3 (v/v). 0 material foi homogeneizado 

com 5 ml. de solvente por grama de tecido no homogeneiza- 

dor Polytron PT 35, durante 15 segundos , e centx^ifugado a. 

10 ,000 x g por 15 minutos ern temperatura ambiente. 0 so 

brenadante foi retirado e 1 ml de cloroformío mais 1,5 ml 

de água foram acrescentados (estes volumes foram usados 

para 4 ml de extrato). A seguir, o material sofreu, agi- 

tação e, em seguida, colocados em um funil de separaçao 

para a separação da fase aquosa, livre de clorofila» Se 

parada a fase aquosa, o material ficou em repouso para. 

evaporar todo o cloroformío, e então, dosar os ureídeos 

(alantoína e ãcido alantoico) e aminoacidos. 0 precipi- 
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tado (material que contém a fração protexoa) , foi rcssuB- 

pendido em MCW (5 ml) e novamente centrifugado 15 minu- 

tos, Apôs retirado o solvente o precipitado foi ressus- 

pendido (3 vezes) em NaOH 0,1 N para extrair a proteína. 

0 volume usado de NaÜII foi 5 ml/giuma de ntatcriai, 

2.2.2 - Dosagem de Proteína 

À proteína existente no ex- 

trato foi determinada pelo método de "dye binding" de 

BRADFORD (1976). 0 BSA (1 mg/ml) foi usado como padrão. 

0 reagente foi feito com 100 mg de Coomassíe blue G250 em 

50 ml de etanol a 95%, adicionando-se em seguida 100 ml 

de HgPC^ a 85% (p/v) e completando-se para 1 litro com 

água (HjO). Para a dosagem de proteína, misturaram-se 

5 ml do reagente com 0,1 ml de proteína (10-100 pg). A 

concentração de proteína existente nos extratos fo3 caleu 

lada através da curva padrao, que foi determinada usando™ 

-se concentrações de 10 - 100 pg de proteína. A leitura 

foi feita no espectrofotometro a 59 5 nrn, 

2.2.3 - Dosagem de Aminoacidos 

Para a dosagem de aminoãci- 

dos, foi utilizado o método descrito por CGCKING e YEMM 

(1954). Nos tubos de reação foram colocados 1 ml de 



nlnhidrina a 5% (d/v) em nietíl 2 ml de cian 

to de potássio a 2% (v/v) de uma. solução 0.01 M em metil 

celulose, 0,5 ml de tampão cxtjsai.<..) 0,2 Mj pi 

da amostra. Os tubos sofreram agitaçao e, em seguida, 

cobertos com bolas de vidro e levou-se ao banho fervente 

a 1000C por 20 minutos deixando-se esfriar ã temperatura 

ambiente durante 10 minutos. Apôs, completou-se para 4 

ml (volume final) com etanol a 60% c f ^-se a leitura no 

espectrofotSmetro a 570 nm 

Os resultados foram calcula 

dos a partir da curva padrão que foi feita com leucina 

nas concentrações de 0 a 100 nmoles. 

2.2.4 - Dosagem de IJrexdeos 

A concentração dos ureideos 

lantoma e aexdo alantoxco toi determmaaa peio método 

descrito cor TRIJBELS e VOGELS (1966 principio oes- 

te método podei ser resumido na seguinte serie de rcações 

A x a nt o i n a 
100 0C 

7 min, pH 12 

1 r-, / Q f-, 

> Ac.Alantoico 
n. iiiri acido- 

FenxIhidrazinc 
Uréia + Glioxilato 

K,FeCNp 

coloração vermelha. 



3 2 

Para o ensaio usaram-se I 

ml da amostra, 0,2 ml de NaOH 0,5 N, 1 gota de fenílhídra 

zxna 0,33% transferindo-se a mistura para banho fervente 

por 7 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados pa- 

ra esfriar em temperatura ambiente, adicionando-se 0,2 ml 

de HC1 a 0,65 N, 0,2 ml de fenilhidrazina 0,33%, e nova- 

mente colocados em banho fervente durante 2 minutos e 15 

segundos ítempo crítico). Os tubos, foram então coloca- 

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

ml de HC1 concentrado e 0,2 ml de ferricianeto de potás- 

sio (KgFeCNg) 1,65%. Os tubos foram agitados e deixados 

em repouso por 10 minutos, eompletando-se cora 0,5 ml de 

agua destilada o volume final (3 ml), 

2,3 - Redução de Acetíleno 

Para avaliar a fixação de nitrogê- 

nio pelo material vegetal em estudo, utilizou-se a técni- 

ca da redução de acetileno ÍHARDY et aí!.,, 1368 ). A enzi, 

ma nitrogenase, responsável pela redução de nitrogênio 

atmosférico a amonia também catalisa a redução do acetile 

no em etileno. 

As puaiiLcis íoram miiovi.cuis d.os pC"* 

tes e as raízes agitadas cuidadosamente para remover a 

maior parte da vemiculita aderida a estas, 0 sistema 



radieular foi destacado por inteiro do caulej e imediata- 

mente colocado em frascos de. vidro com capacidade para 

600 ml, e vedados com tampa de borracha. Em seguida, 

injetaram-se 10 ml de acetileno e, em intervalos de tempo 

de 15 minutos, foram retiradas alíquotas de 0,5 ml por 

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

no produzido» A dosagem de etileno foi feita por meio 

de cromatografia gasosa, utilizando-se uma coluna de 

Porapak N para separar etileno e acetileno. As dimen- 

sões da coluna foram de 1 m x 0}? mm Çd.i.). 0 forno do 

aparelho {marca Varian, modelo 22U0-D) foi mantido a 

110*0, o ínjetor a lii0oC, e o detector a 150oC. Os flu- 

xos dos gases foram os seguintes: (gas de arraste) 40 

ml/min. , H.-, {detector de ionizaçlo de chama), 40 ml/min, 

e ar, 1600 ml/min.. A analise de uma quantidade padrão 

de etileno permitiu transformar os dados em ymoles de ace 

tileno reduzido» 



III. RESULTADOS .. 

1. Esterilização de Sementes 

Devido a facilidade cora que leguminosas 

como a soja nodulam mesmo sem 111000.10910, tornou-se neces 

sãrio um trabalho para a obtenção de plantas não-nodula- 

das, no qual varias precauções foram tornadas a fim de se 

evitar qualquer forma possível de contaminação. A pri- 

meira precaução foi de esterilizar as sementes que seriam 

utilizadas neste trabalho. 

Com esta finalidade, fez-se um teste ba- 

seado 110 método descrito por SLOGER (1969) , no qual as 

sementes são tratadas com EtOH a. 9 5% durante 5 minutos 

seguido por HgClg a 0,1%, durante 3 minutos. Entretanto, 

tal tratamento prejudicou muito a germinação das sementes 

(Tabela I) e} por este motivo íoram testadas varia bs GOillI../ X 

nações de tempo para verificar a condição menos prejudi- 

cial ã germinação. Pelos dados obtidos (Tabela D veri- 

ficou-se que os tratamentos com EtOH por 5 minutos ou 

HgClg 3 minutos isoladamente, náo prejudicaram, a germi- 

nação. Por outro lado, qualquer combinação de EtOH, 

mesmo com duração mais curta, seguida de HgCl^» diminuiu 

muito a germinação, su.gerd.ndo assim algum efeito tóxico. 





Optou-se} portanto „ pelo uso do HgOl^ 051.1 durante 3 minu 

tos para a. esterilização de sementes utilizadas neste tra 

balho. 

2* Obtenção de Plantas Moduladas e Nao-Nodu- 

"í ... .1. clü. $, Í.3 

2.1 - Experimento .1. 

Visando encontrar' melhores condi- 

ções para o cultivo de plantas noduladas e nio-noduladas, 

montou-se um experimento preliminar aplicando-se diferen- 

tes níveis de nitrogênio nas plantas nio-inoculadas e na- 

quelas inoculadas com Rkinobium. A solução nutritiva 

contendo os diferentes níveis de nitrogênio foi. preparada 

misturando-se proporçoes da solução completa com a solu- 

ção deficiente de nitrogênio» de modo que os teores fi- 

nais de nitrogênio foram os seguintes; normal» 1/3 do 

normal , 1/1U do normal o sohjçao Lo l.:a i nicfd s; do! i ciente de 

nitrogenío, 

A figura 1 moGitra o asoecco gera.l. 

das plantas em condições de diferente:;- níveis; de nitrogê- 

nio. 

As plantas nao-inoculadas» tratadas 

com solução nutritiva deficiente de nitrogênio» nao apre- 



FIGURA 1 - INFLUÊNCIA DO NITROGÊMIO NO DUSUíiVOLVIMUUTO DE 

PLANTAS DE SOJA NO Dl) LADAS E N?.0-N0DULADAS. 

Da esquerda para a dâreitcí: na o-- inocu J.ada tra- 

tada cor solução nutritiva deficiente de nitro 

gênio C-N)j nio-inoculada com X/IO de solução 

normal; nio-inoculada com solução normal e 

inoculada com solução deficiente de nitrogênio 
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sentaram bom desenvolv irimn t o , na o lormiararn iroitos e ío 

apresentaram pouco enfolhack.!s , com j;oiiia3 totalmente ama- 

reladas» indicando falta de nitrogênio. Lantas nao* 

-inoculadas, tratadas com solução contendo 1/10 de nitro- 

gênio, também mostraram deficiência (algumas folhas amare 

Ias) , enquanto que os tratamentos com solução normal, e 

com 1/3 de nitrogênio, não apresentaram nenhum sintoma 

de deficiência. Isto sugere que, para o desenvolvimento 

normal de plantas nao-noauda das, utritiva deve 

conter pelo menos 1/3 trarienxo ou mais. i/oí obser- 

vado que ulantas inoculadas e cultivadas na ausência de 

nitrogenio o rmnm nodu b.rj (t, ig dn d i re 3 tíi 

quais são capazes de fornecer rodo o 

necessitam para seu desenvolvimento. Entretanto, 

c comportamento das plantas, nos dxrerences Lratamenuos 

foi melhor avaliado através da observação da nouuxaçeto e 

determinação do peso da planta (fxg. 2) JH 0 Q tn Q 

experimento foi calculada a. quantidade de u 

obietivou-se a obtenção de plantes não-nodu 

dade de ureideos» pois 

nas inveis do urcidorc. 

) Foimiaçao de Noduios 

A ava: i. ia o-a o uo t > do eíeito dos Trata- 

mentos so. )re a fo r ma c a o de no d u j. o s i o i l e 
-} Cl -t i'-vrn "i 

nação do peso fresce 

oeia aeter 

ira. cada ti 



FIGURA 2 - INFLUÊNCIA DO NITROGÊNIO NA FORMAÇÃO DE NÕDU™ 

LOS EM PLANTAS DE SOJA INOCULADAS. 

O número de nõdulos esta indicado no interior 

da coluna, 

Nxveis de n11rogenxo: 

M x 1 solução normal (NO^ = 15 mM). 

N x ~ nitrogênio — do normal, 
e S 

I - . 1 
N x — nitrogenxo ~ ao normal, 

10 " 10 

N x Cl solução deficiente de nitrogênio» 





mento que recebeu inoculo. 

P (D o e s €i o d 8rv "i v p e J. o s r c c u X 1r u"" 

dos apresentados na figura 2 que o tratamento com inocula 

Çao, e sem adiçao de nitrogênio» apresentou maior peso e 

maior numero de nodulos. Portanto, se ; nitrogênio 

na forma de nitrato, foi adicionado a solução nutritiva» 

menor sera o grau de nodulação obtido , conto ocorreu no 

tratamento com solução nutrilivu novm,.fi, em que a nodula- 

ção foi reduzida a um nível muilo baixo. 

Antes da realização das varias 

dosagens fci determinado o peso fresco de cada orgao da 

parte aérea. Os dados incluídos na. figura 3 oostrani os 

valores de peso fresco» expressos em grania por planta» pa 

ra ambos os tratamentos, nodulaoos e nao-nodulados, 

Indas todos os trat.amenUuí comi u í t r-ipqui í í oram setitclban- 

teu em termos do poso fresco atingido po.bi parle aerea» 

com excesslo do tratamento sem nitrogênio (~N) , que ape- 

sar1 da boa noduiaçao nuo mostrou o meomo desenvolvimento, 

atingindo um peso aproximadamente 50% dos demais. Pos- 

sivelmente, isto se deveu ao fato da. deficiência de nitro 

gênio nestas plantas ter ocorrido antes da nodulação efe- 



ÍGURA 3 - INFLUENCIA DO NITROGÊNIO NO PESO FRESCO DA PAR 

I/E AEREA DE PLANTAS DE SOJA INOCULADAS E NÃO- 

■INOCULADAS, 

Parte aerea, separada ef C c a i. (C) e 

'acera i v) « 

Níveis de nrtrogenio: 

11 x I solução normal (NO 

N x nitrogênio do norma 

N x — nitixjgênio 
10 

Io normal 

N x. 0 > O j. U C ò. O <.'i C i 1 í.; '1 \) T. 0 CÍ 6 D 'L c 'CO íj/d 
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tiva, retardando portanto It privo "i V / i .d; ' o rj planta.. 

Nao se pode tambémj atast ar a possibilidade de que a 

planta tenha utilizado o nitrato com maior efic í ene ia. do 

que o nitrogênio atmosfei ico. Entretanto, est ci. 1)03 -'0 „LXd .L""" 

lidade parece nienos prova vel, uma vez que o tra tanento cor 

1/10 de nitrogênio, possi vclmerrte numa concentr ação limi- a 

te, julgando-se pela sene scância precoce de aig LlíÜcL b O ^ 

1has (ve r Figura 1) , nao t e r oc a .1 o na d o d i m í. n u í qao do pe- 

so cia planta. 

Nas plantas não-inoeul adas, tam- 

bem os tratamentos conten d o 1/1ü, i/3 de n i t rog Snio e nx- 

trogenio norma.1 foram equ ira lentes entre si e s einelharites 

as plantas noduladas, ind 
1 ** ' ; icárido cjUP os n.iVGs,s ei e nitrogS 

nio foram suficientes., me smo no tratamento com ■! /1 n a o J , / V' t-i 

nitrogênio. Entretanto, o tratamento deficien te de ni- 

trogenio (~N) , mostrou pi antas mal desenvolvida s „ com inS""" 

noi! peso, folhas elorotie 
-p ^ r 1,^    ■) ps 

pniar f ru- 

c) n, u,, s a,.,'v 

0 meu. i. tu do da dosagem do urei"" 

deos nas partes aereas da planta (caule - ioiha vagem) 

para os vários tratamento s, sstaü represtílitddob na .figii" 

'.Pü H w 



GURA 4 ■ - INFLUENCIA DOS Dl FKHLNTLS N.i iVinc DD NITROGÊNIO 

NA QUANTIDADE DE UÍUIÍDEOfí Dl :: PLANTAS DE SOJA 

INOOULADAS E NAO-INOCULADAS, 

0 numero de nodulos esta. inc i c a d o n o i n t e r ■ i o r 

da coluna. 

Níveis de nitrogênio: 

N x 1 soluqao normal (NO~ = 15 mM). 

1 . . - . ]..■ „ 
N x — nitrogênio — ac ) normal» 

a 

'i i 
N x i nitrogênio — c 

10 " .iü 

lo normal. 

N x 0 solução delicie iü lo de n i t r o gênio. 
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Dc todos os tecidos analisados ^ 

os nodulados foram os que apresentaram níveis mais altos 

de ureídeos, contrastando assim com os não-nodulados. No 

tratamento não-inoculado, e totalmente deficiente em ni- 

trogênio, as plantas não chegaram a formar vagem. 0 exp_e 

rimento mostrou que houve uma tendência de aumento do ní- 

vel de ureídeos nos tratamentos que receberam quantidades 

maiores de nitrogênio apesar da não formação de nódulos. 

No tratamento com solução normal, por exemplo, o nível de 

ureídeos na folha e no caule foi semelhante ao das plan- 

tas noduladas, embora o numero tenha sido menor (Fig. t), 

assim como para, as plantas nao-noduladas. Portanto, fi- 

cou evidenciada a existência de uma relação entre nodula- 

ção e formação de ureídeos, embora na ausência de nódulos 

não se tenha observado total ausência de ureídeos, 

2.2,- E x p e r :i m e n 1: o 2 

0 experimerilo anterior demonstrou 

a formação de ureídeos na. ausência aparente de nodulos, 

embora em níveis muito baixos. lltra se verificar a pos- 

sibilidade se tais plantas apresentam algum nível de nodu 

laçio, talvez abaixo do nível de detecção visual, o expe- 

rimento foi repetido com a finalidade de dosar a capacída 

de de fixação de nitrogênio através da redução de acetile 

no, método este muito sensível e mais apropriado para a 
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avaliação da fixação de nitrogênio, comparado com a obser 

vaçlo da modulação. Com esta finalidade foram utiliza- 

dos os tratamentos extremos ou sejam plantas inoculadas» 

tratadas com e sem nitrogênio, e plantas não-inoculadas 

tratadas com solução nutritiva normal» 

a) Numero e Peco de Noduios 

Assim como no primeiro experimen 

to, as plantas não-inoculadas nao formaram noduios, enquan 

to que as inoculadas noouiaram bem como pode-se constatar 

na tabela II. 

b) Peso da Planta 

Foram observados resultados serce 

lhantes aqueles obtidos no experimento anterior <Fig. 5) 

onde as plantas inoculadas, traladas com solução deíiclen 

to em nitrogórtio, moo tmram pesou mcnoron compara das as 

não-inoculadas tratadas com solução normal. 0 mesmo po- 

de ser observado com as plantar; inoculadas tratadas com 

solução nutritiva normal, onde o peso destas foi bem 

maior» Portanto, em termo:.; de peso fresco, as plantas 

noduladas e nao-noduladas comportaram-se de maneira seme- 

lhante ao experimento anterior. 
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TABELA II - INFLUÊNCIA DO NITROGÊNIO NA FORMAÇÃO DE MÓDU- 

LOS EM PLANTAS DE SOJA INOCULADAS. 



FIGURA 5 - INFLUÊNCIA DA NITROGÊNIO NO PESO FRESCO DA PAR 

TE AÉREA DE PLANTAS DE SOJA INOCULADAS E NÃO- 

-INOCULADAS. 

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

vagem (V). 





c) Redução üíj Ac;et í.J.eno 

As taxas de redução de aeetileno 

(lig. 6) foram obtidas de acordo com o grau de nodulaçao. 

Através deste experimento observou-se que olantas não- 

*■ inocu 1 a.clas ricio reduziram acetulieno s conf urinando desse 

modo a ausência de nodulos nestas plantas« Plantas ino— 

cuiadas, ao contrario, reduziram aeetileno, embora em um 

nível muito baixo nas plantas que foram tratadas com ni~ 

tisitOj o que esta de acordo (.;om o grau de: nodulaçao deu  

í-, cí S * 

cl) Urel de os 

Neste experimento foi também do- 

sada a quantidade de ureídeos nos tecidos da parte aerea 

(caule - folha - vagem), e os resultados estão apresenta- 

dos na figura 6» 

■4* ... -i 
U alto nível, cie u rei Ge os nas 

plantas noduladas, cultivadas na ausência de nitrogênio 

esta de acordo com os altos nível::; de nodulaçao o redução 

de aeetileno. 

Da mesma, forma, os reduzidos ní- 

veis de ureídeos nas plantas inoculadas e cultivadas na 

presença de NQ0 podem ser relacionados com. os baixos ní- 
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veis de rsodulaçao e redução de acetiJ eno. Entretanto, 

as plantas não-inoculadas, que não produziram nodulos e 

nao foi detectada atividade de nitrogenase, produziram 

ureideos em quantidade equivalente aquela corno do trata- 

mento anterior» Portanto, a produção ôe um nível jníni.mo 

de ureideos parece ser uma ocorrer o i a. no rma 1, mesmo na 

ausência de fixaçao de nit io. Into do certa forma 

coiiLmj.n.d. a hipo Lasc imicia.jjíioíí to !. (.íIçüuj..tuin iioate traiDci"" 

lho, uma vez que nao foi possível eliminar totalmente a 

3.1 - Extração 

0 desenvolvimento deste trabalho 

envolveu a dosagem das enzimas alantomaso „ aeparaginase 

e glutamina síntetase nos tecidos do fruto de soja duran- 

te sua onLogeniu. 0 olijetívo í.ílÍoí,j.í ioí estabels;cer um 

único meio cie extração para as três enzimas, o que seria 

muito conveniente em termos operacionais. De acordo com 

a literatura.} observa-se que a atividade de coda uma das enzi 

mas consideradas e normalmente determinada em meios de 

extração diferentes, como mostra a tabela TU. 

A seguir são descritos os experimen 



Atíi: LA 11 ! )M 'O1': r 

ÍSADOS FARA AS ENZINAS ALARTOINASE5 i 

NASE E GLÍJTAMTRA S1R TFT AS 

g i ricisc (SOLA.., j( ei <x l, s i. ShO), 

Glut a m i n a. s i n t e t: a&e ( F. HO D F S et a l, , ] 

Al antoina.se (TRTJBFÍA 1 Q R fi 1 
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tos visando a otimização do método de determinação da atí 

viaade das ires enzimas simultaneoraente. 

3.1,1 - 0 tarnpao tri.s e utilizado 

para, a. dosagem das enzimas alantoinase e asparaginase, e 

o imidazol para a, enzima glutamina sinteta.se. Os primei 

ros testes indicaram que a presença de tris inibe tctal- 

mente a atividade da. enzima glutamina sintetase. Diante 

desta indicação considerou-se a possibilidade de substi- 

tuir o tampao tris, plí 8,0 pelo .míiii.jazo'!. pi] ?S0S na. extra, 

ção da alantoinase. Os resultados es cão apresentados 

na tabela IV. 

Os 0neto::-:; líiostram que a aian 

toina.se apresentou atividade nos dois extratos preparados 

com tri.s e com imidazol} embora a atividade com o imida- 

zol tenha sido menor. Por' esta motivo fez-se um outro 

ensaio para verificar se a presença do imidazol causava 

inibiçlo sobre a atividade da. alantoinase. Neste experi 

mento foi utilizado o extrato enzimatico preparado com 

tris, e uma alíquota de .0,1 ml do tampão imidazol incluí- 

do no ensaio. (.) resultado (Tabela V) mostra, que: houve 

pouca influencia na atividade cia u lantoi. nuse quanto ã pre 

sença ou ausência do imidazol, 0 conflito entre os re- 

sultados possivelmente deveu-se a uma diferença, na extra- 

ção, mais do que um efeito do imidazol sobre a. enzima. 



ATIVIDADE DA EN/J.MA ALANTOiNASE EM 

NES UTILIZANDO-: J: DüJ D MEIOE DE Í-XI 

Imídazol 50 mM 7,0 + DTT 1 mH, 

Trís 5 0 niM olí 3,0 + 2ML; 5 mM, 

EXTRAÇÃO ALANTOiNASE (>imoÍ 

:of pH Z0 + DTT »u Tns pH 8,0 + 2 

EFEITO DO IMj 

alantoinaej: i 

Eatracao .f€:ít 

LÊ'' '' J l-J !■ ■ '' : /i i. ^ i ' : 

M COTTLTDONED. 

ausência de 0 



qualquer ici.'iiic!. ^ ei cone .lus-.so toi. '1 ■ ji • iirír; ypp i íí 

ma contra-índicação quanto ao uoo de iniidazol no tampac 

de oxlnaçao pam. a dosageni <je aitiri loíiuiue, 

3.1,? ~ KíJJ. 

A aspamginaGe e uma enzima 

dependente do aon potássio, daí sen necessária sua inclu- 

são (50 mM) na dosagem desta enzima em muitas espécies 

de leguminosas, não so no meio de ensaio, mas também du- 

rante a extração, visando estabilizar a enzima (SO^EK et 

cxl. } 1980) . Assim, testou--se o uso de KC1 no raeio de ex- 

tração da aiantoínase e glu tamirni s iíd..etuse , Os res\i 1 tu~ 

dos deste experimento estão apresentados na tabela VI» 

Como pode-se observar pe- 

los dados, o uso de KC1 nao causou nenhum efeito inibidor 

na atividade dus duas enzimas sugerindoj ao contrario,eme 

ocorreu niaior eticiencxa na extração da gxutamina sinteta 

se, Desta maneira, ficou estabelecido a adição de KC1 

durante a extração das três enzimas, considerando aue sua 

presença e indispensável para. a enzima asnarag inase. 

3.1.3 - Triton X-10Q 

A iiici.uGuo do triton X-iOO 

pode provocar aumento na elícíencia da alantoinase dos te 



cidoSj pois sua uuao oorno dei. er^ei i La , a ■Quando .na desinte_ 

graçio das membranas, iria facilitar a extração das enzi- 

mas associadas com tais estruturas. Entretantos verifi- 

cou-se que a inclusão daquele composto no meio de extra- 

ção nao propiciou nenhum aumento da atividaáe da a.lantoi- 

nase, que atingiu 11^,0 jiinol/h.jni em presença, do detergen- 

te, e 15,4 ymol/h.ml no tratamento sem nenhuma adição. 

£ provável que a enzima de cotiledones de soja nao esteja 

associada a nenhuma, estrutura membranosa, como ê o caso 

da enzima de tecidos de folha. Por este motivo optou-se 

pela não inclusão de triton X-100 no meio de extra- 

gao. 

3.1.1 - A1: i v i d a d e da A s p ar a g i n a s e 

Neste experimento foram com 

p a r a d o s o s i n e i o s d e e x t r a ç a o J m i r1 a v.o ! -KC1 - 1/í'f e T r í s - K C J - 

-2ME para o ensaio da enxlmu aNpaiMjpLXnye. loi verííiea 

do que a atividade da enzima foi semelhante com a utili- 

zação dos dois meios de; extração (Tabela VII) „ e deci- 

diu-se pelo uso dc tampa o imidazol + KCI + hTT para. a 

extração e dosagem simultânea das enzimas alantolnase, 

asparaginase e glutamina sintetase. 



; Mlu DE; EXTf<AÇAC PARA A 

P GLUTAMTKA SINTETASE. 

: cotílcdones com imídaKo 

GLUTAMINA SINTETAS 

í iimol/h.ml) 

"A ^ f\ 
L / i. U 

■j'^ A. v.'- --P-m./ A'; íji...j A o. l-../! vR'À;- 

{ 4. 9-MT "í 9 v, r/ J ^ Z.íiij 1. V.J JUJL 1 « 
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3.2 - Carücte ine li.ca 

3.2.1 - Alantoinase 

a) pH Õtimo 

Par-a a determinação do 

pH ótimo» a atividade da enzima alantoinase foi determina 

da. usando uma faixa de pH entre 5,0 e 9S0, Entre os va- 

lores de pH de 5»0 a 7,0 utilizou-se o tampao ME3 - KOH e 

entre 7,0 e 9,0 o tampao Tris-ííCl. 0 píl otirno para a 

determinação da .atividade da enziina, ocorreu em valores 

próximos cie 8,0, como pode ser verificado na figura 7, 

b) Concentração do Substra™ 

Os valores incluídos na 

figura 8, mostram o efeito de diferentes concentrações do 

substrato,, alantoina, sobre a. atividade enziriatíca, Pe- 

los resultados ficou estabelecido o uso da concentração 

de 15 inM, nos experimentos seguintes com esta enzima» A 

curva sugere cínutica de Micisae .1 is Menten ate concentra- 

ções de 15 mM de substrato. 

Acima desse ponto, embo- 

ra a atividade se eleve de forma mais acentuada, as con- 



FIGURA ? - INFLUÊNCIA DO píl NA ATIVTDADi: DA ENZIMA ALAN 

TOINADE. 

MES KOH ( @ # TRISJICi C €>  O ). 





. V 1 iN c\ O VARIACAo DA ATIVIDADE DA iLANTOINASE EM 

fUNCAl) DA CONCENTKACAO 
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Cl ,1.. ÇOCS C.i(.) OIlScoLo iüCdJÍ! Ci .1 i .1.0 U 1. L d. d t J. ti C'. í.i i.iil .,1.1 Çci C) d d. 

s o lu b i 1 i da d e d o s u b s t o a t o , 

JCsta cui'vci aparentemente 

bifasica, se repetiu em duas outras ocasiões em que este 

experimento foi repetido, mas seu ci.gnificado e tleseonhe- 

c i do. 

o i ri d ti n e s te e x p e r rim o n t o 

foi determinado o valor do K para alantcina a partir do !]] 

grafico cie Lineweaver c Eurk (Fiei. 9). 0 valor encontra 

do para o K auarente ioi de ib,U mH, sem considerar as i m 

d u a s co n ce nt im ç o e s maio res, 

c) Tempo de Reação 

Foi realizado um experi- 

mento com a finalidade de detorminur u velocidade cia. rea- 

ção em função do tempo de incubdçuo,, Como pode-se obscr 

var pela figura 10, a reaçao ioi linear cim o tempo ate 

o tempo máximo testado, que fo:i do GO minutos. Isto de- 

monstrou que a concentração do substrato nao esta limitan 

do a. reação. Utilizou-se, então, este tempo de reação 

para as determinações rotineiras da atividade da enzima 

alantoinase. 



'.GURA 9 - DETERMINAÇÃO DO K ALANTOINASE DEGUN 





ÍA IO - fO KM A CÃO Dl: PRODUT' O AO T1MPO PARA 

.VÍA 
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ííj ConociT^PCiçao da i6riZi!íi.a 

Os resultados do experi- 

raeuto que relacionou a atividade da. alanioiruse com a. 

quantidade de enzxma sao mos iradas na ifigura 311, Foram 

utilizadas quatro quantidades de extrato no meio, e os 

valores mostraram que a atividade ê proporcional a quantí 

dade de alantoína.se, até a. absorbancia de 0,8. Ficou 

assim estabelecido que o ensaio nessas condições esta 

perfeitamente adequado para a dosagem da enzima, em dife- 

rentes extratos. 

G i u t a in ía 1 i. n r e t a se e A s p a - 

Os parâmetros cineticos des 

tas enzimas sao bem conhecidos ( LEA et ai, , 1.978 ; 

SiTWART at a?.» 1980; EOEEK st a/., 1960) e por isco, 

não foi feito nenhuma modificação nos métodos descritos 

na literatura, Apenas no caco da g]utamína sintetase, 

cujo ensaio é inuito sensível, a. presença de ATPases endo- 

genas, foi julgado aconselhável verifi.car a linearidade 

da reação com o tempo e a relação atividade e concentra- 

ção da. enzima. 



GURA 11 • » ATIVIDADE DA ALANTO1 NASE MM DII "'EHEN 

DADES DE ENZIMA. 
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a) ià.:aç2ío cia Glutarolna Sin 

teta se coni o Tempo 

A atividade da enzima foi 

determinada em intervalos de tempo de 10 minutos ate 60 

minutos. Diante dos resultados apresentados na figura 

12 observou-se que: a. reaqao foi linear para esta. enzima, 

ate o tempo máximo testado O-íQ minutos). ficou então 

estabelecido que o tempo usado para os ensaios de rotina 

seria cie 15 c 30 minutos, paru usscpcurur u linearidade da 

reação em qualquer extrato► 

b) Concentração para. a Enzi 

ma Glutuinína Síritetaoe 

Os resultados apresenta- 

dos na figura. 1.3 mostram que a atividade da. glutamxna sin 

totase e proporcional a concentruçao da enzima, ate valo- 

res de absorbancia de ü,32. 

Peso Fresco 

C peso fresco de cada tecido foi determi- 

nado durante todo o transcorrer do experimento e feitas 

comparações com as variações na atividade das enzimas, 











com a finalidade de estabelecei' possíveis correlações. 

Os valores de peso fresco de cada tecido 

estão representados na figura 11. 

As vagens iniciaram o processo de cresci- 

mento a partir do 199 dia, no caso de plantas noduladas 

e no 119 dia. para plantas nao-noduladar., atingindo aproxi. 

madamente 350 mg antes do 309 dia, A partir desse ponto 

o aumento foi lento nos dois casos. Apôs atingir o peso 

1(8 » .4 
máximo, que foi de d25 mg no 539 dias para plantas nodula 

das, as vagens iniciaram a perda do peso, o que ocorreu 

ate a ultima pesageim Nas pi.antas nao-noduladas o peso 

máximo foi de 170 mg, no 589 dxas, e a queda acentuada 

ocorreu mais tarde entre, o 609 e 659 dias. 

Quanto as sementes, as plantas noduladas 

iniciaram o seu desenvolvimento no 289 dia após s antese, 

atingindo o seu peso máximo, de 298 mg, no 539 dia. A 

partir desse ponto as sernenteT> coitioçararn n pender peso 

ate o 679 dia, quando se fer a ultima pesageiiu Gementes 

de plantas não-noduladas iniciaram seu desenvolvimento no 

319 dia, atingindo o peso máximo de 360 mg no 659 dia 

f» ísHl " 
após a ántese. A partir desse ponto o peso caiiu ate o 

mínimo encontrado no 729 dia, quando foi feita a ultima 

pesagem. 

A diferença entre plantas noduladas e 



FIGURA 14 - ALTERAÇÕES DO PESO FRESCO DURANTE A ONTOGENIA 

DO FRUTO DE SOJA MODULADA ( O- O ) E NflO- 

-NODULADA í Cr D ) . 
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não-noduladas, mostra um período de maturaçao mais curto 

nos frutos de plantas nodulndas» pelo menos quando culti- 

vadas nas condições usadas neste trabalho,, 

5. Atividade das Enzimas Durante a Fase de 

Desenvolvimeirto do Fruto 

5,1 ~ Alantoínaee 

A atividade da al.anto5.nase foi de- 

terminada. nos tecidos da vagem» dos cutilédones e do tegu 

mento dos frutos de plantas noduladas e não-noduladas du- 

rante sua ontogenia. Foram feitas dosagens utilizando- 

-se extrato cru e dessalinizado, cujos resultados estão 

na Tabela IX (apêndice, página 136). Destes resultados, 

foram apresentados em forma de grafico (Fig. 15 e 16) ape 

nas os dados do extrato dessalinizado, uma vez que os mes 

mos não apresentaram diferenças marcantes cm relação ao 

extrato cru. 

Na vagem, a atividade começou a 

aumentar a partir do 209 dia, chegando ao máximo de 17 

ymol/h.vagem-no 359 dia, nas plantas não-noduladas, e cer 

ca de 22 ymol/h,vagem no 479 dia nas noduladas. A par- 

tir desses pontos a atividade nos dois casos, decresceu e 



FIGURA 15 - ATIVIDADE DA ENZIMA ALANTOIEASE NA VAGEM 

(O- --O 5 , COTILCÜOI 

MENTO í A- —A ) DURANTE A ONTOGENI 

FRUTO DE SOJA N&Q-NOLULADÁ, 



Não - nodulada 

lij'ís a nos ami? se 



FIGURA 18 - ATIVIDADE DA i ALANTOIMAEE Nj VAGEM 

COTILÊDOMES ( D  -TIS ) E TEGU 

MENTO í DURANTT: A ONTOGENIA DO 

FRUTO DE SOJA MODULADA. 





atingiu valores muito baixo no 65? dia.» 

Nos cotiledones da. semente, cujo 

desenvolvimento iniciou-se no 359 dia, a atividade come- 

çou a aumentar a partir do 40? dia, atingindo a atividade 

máxima no 449 dia, nas plantas não-noduladas, e em torno 

do 549 dia para. as noduladas» Nos dois casos, a partir 

desses pontos, a atividade começou a cair ate a fase fi- 

nal de desenvolvimento, 

0 tegumento da semente, tanto de 

plantas não-noduladas corno de noduladas» apresentaram bai 

xa atividade durante todo o desenvolvimento. Entretanto, 

quando expressa em termos de peso fresco (veja Tabela IX 

apêndice pagina 136) a atividade de modo geral foi seme- 

lhante ã dos cotiledones. 

5.2 - Glutamina Sintetase 

A atividade da. glutamina sintetase 

foi determinada em extratos dessalinizados nos tecidos do 

fruto de plantas noduladas e nao-noduladas.. Os resulta- 

dos sao apresentados na tabela X (apêndice pagina 137)» 

Observa-se pela tabela que: 

a) Os dados de 15 e 30 minutos mos- 

traram que a reaçao nem sempre e linear. Para a representa- 



7,-4 

ção dos dacios em forma de grafico íorain escolhidos os re- 

sultados do extrato dessalxnizado de 15 minutos» 

b) 0 extrato dessalxnizado quase 

sempre mostrou atividades mais altas comparadas com o 

extrato cru, principalmente nos tecidos mais maduros. Nas 

figuras 17 e 18 estão apresentados os resultados de ativi. 

dade paia esta enzima geicentrados no extrato dessalinxza- 

do, 

das vagens de plantas noduladas 

e nao-noduladas, tecidos onde a atividade para esta enzi- 

ma foi maior do que os demais, os valores apresentaram 

um aumento a partir do 199 dia do seu desenvolvimento, se 

guido de um ligeiro decréscimo nos dois casos, nodulados 

e não-nodulados. Era seguida, nas plantas noduladas, ocor 

reu um novo aumento da atividade, atingindo no 359 dxd, 

valores máximos, de 2U prnol/h, tecido os quais mantive- 

ram-se menos constantes ate o 469 dia, decrescendo a se- 

guir ate um mínimo encontrado no 679 dia, Para vagens 

de plantas nio-noduladas, o pico de atividade mãxirna ocor 

reu no 39? dia, com cerca de 37 umol/h.tecido, decrescen- 

do rapidamente a partir desse ponto até ao 729 dia, quan- 

do se fez a última dosagem. 

Quanto aos cotilédones e tegu- 

mento, estes tecidos apresentaram menor variaçao na ativi 

dade da enzima, tanto para plantas noduladas como não-no- 



TGURA 17 - ATIVIDADE DA ENZIMA GUJTAMINA GINTKTA 

VAGEM ( O™ O l.j.L lÃJiM ES ( A-——A ) E 

y-i T». f\| T x: \' lTi A A r i. hbul UDíAi. ü a ^ -O 5 DURANTE A. ONTOGENIA DO 

FRUTO DE SOJA NAO-NODULADA 





FIGURA 18 - ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTAMINA SINIEIASE DUKAN 

TE A ONTOGENIA DO FRUTO DE LOJA NObULA 

'âRem i -Q ) , cotilèclones ( ZT ZZ ) t 

umento ( □ O ) 





7 7 

duladas. etioiies ck; piark-^s nooul a d. as atingiram 

atividade máxima de 9 |imol/h. leciclo no 4 69 dia apos a 

antese c nas plantas iicio-nodu J adas o pico •Je atividade 

máxima ocorreu no 589 dia, o foi de 10 rmo i/h»tecido. A 

partir desses pontos a atividade dininulu .jara os dois 

c a s o s a t e o u .1. t im o e s t a cí í o ■; 1 o s a d o, 6 8 9 dia nas plantas 

noduladasj e 729 dia para plantas nao-nodu ! ^ ' ■ J • h"! 'p- 

gumento a atividade rnaxima no 4 69 dia f oi de 6 ymol/h.te- 

eido nas plantas noduladas» e 4 ,6 yiaol/h.t icido no 58? 

dia para plantas nao-nodtiladas. 

b . 3 ™ A s p a i vi g .i. í i a o e 

Foi de ireririinada a at 1. v i 'ici d o d a c n z i 

, -df 
ma asparagínase» dependente ao lon t , nos tecidos de 

vagens» cotiledones e tegumento de plantas 

não-noduladas, em extrato dessalínizaGo, 3s resultados 

estão apresentados na tabela XI (apendxce r,s,,x 13 81 J f» J. i i CÍ J- J , 

expressos em grama e por unidade de tecido • 

da figura 19 estão r apresentados os 

resultados de atividade enxiniatica por uni da de de tecido. 

Como pode-se observar, não foi detectada a. ri vi da de da 

enzima nas vagens, tanto de plantas nodula ias como nao- 

-noduladas. 

emente de plan 



FIGURA 19 - ATIVIDADE BA ENZIMA ASPARAGINASE KG COTILÊ- 

DONES E TEGUMENTÜ DUEANT.!.; A ONTOGENIA DO FRU 

TO DE SOJA MODULADA í O O ) L MAO-WODULA- 

T1A f ©"""*•  O \ 





tas não-noduladas a enzima aLíngiu sua atividade mãxxina, 

0,37 ymol/h.tecido, no M-39 dia, valor este que se manteve 

ate o 589 dia, diminuindo a seguir e atingindo valores 

próximos de zero no 73? dia, quando foi feita a ultima do 

sagem nesse experimento. 

Quanto aos cotiledones de plantas 

noduladas, a atividade máxima, 0,53 ymol/h.tecido foi de- 

terminada no 469 dia, caindo a partir desse ponto ate o 

679 dia, quando ocorreu a atividade mínima, A forma ge- 

ral das curvas e semelhante entre as plantas moduladas e 

não-noduladas, sendo a principal diferença a queda mais 

tardia da atividade nos cotiledones. 

Quanto nos tegunientos de plantas 

não-noduladas, a. atividade foi relativéimente igual ao das 

plantas noduladas. A atividade máxima nestes tecidos 

ocorreu próximo do estádio final de maturação do fruto, 

no 609 dia, quando foi encontrado valor de 0,2 ymol/h.te- 

cido, para plantas nao-noduladas, e de 0,38 ymol/h.tecido 

para as noduiadas. 

b,l - tilutami na. Qxo-p, lutara to Amida Trens 

i oi?as' 

A atividade desta enzima 5 foi deter 

minada em extratos dessai,inizados nos tecidos da vagem. 
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cotileciones e tegumento de plantas não-norluladas. A do- 

sagem foi feita apenas era uma idade, W dia apos Sntese, 

uma vez que o objetivo toi de simplesmente demonstrar a 

sua presença nestes tecidos. Os resultados desta análi- 

se estão na tabela VIII, expressos em pinol/h. tecido. 

Nos cotiledones e tegumento a ativi 

dade da enzima foi semelhante e um pouco mais alto do que 

nas vagens, A atividade máxima foi de 0,4 pmol/h.tecido 

para os cotiledones e tegumento enquanto que na vagem foi 

de 0,32 ymol/h,tecido, 

6, Conteúdo de Ureídeos, Amínoãcidos e Pro- 

teínas 

6,1 - Ureídeos 

Os resultados mostrados nas figuras 

20, 21 e 22 mostram variações da quantidade de ureídeos 

(alantoina e ácido alantoico) nas vagens, cotiledones e 

tegumento durante o período de desenvolvimento dos fru- 

tos, 0 material utilizado foi colhido simultaneamente 

com aquele usado na dosagem de enzimas. Pelos dados obtí 

dos constatou-se que vagens de plantas não-noduladas tem 

ureídeos em quantidades muito pequenas em relação as va- 

gens de plantas noduladas (Fig. 20), 



bi 

TABELA VII i - ATIVIDADE jA enzima g íiüTAMIMA 0 X 0 - G LU TA RAT 0 

AMIDAT RANS ■ERASE NOS TECIDOS DO FRUTO DE 

o 0 J A • 

Medida real ízada com Mi dias após antese. 

m» gp&t rfüfc, s 
i Lui DC 3S AT IV IDADE O-tmoí/h.tecido) 

i Vaqe m 0 17 íj f -hJ 

Coti éc ones o
 

O
 

Tetju me nfo 0 / A 0 



FIGURA 20 - TEOR DE ÜREIDEOS ENCONTRADO NA VAGEM DURANTE 

A ONTOGENIA DO FRUTO DE SOJA MODULADA 

( O— -O ) E NAG-MODULADA ( D~ O ) . 
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Com o desenvolvíniento da, vagem o 

:or de ureídeos aumentou rapidamente, alcançando quantí™ 

ide maxima, 2 2 umol/vagem iío 8 49 dia apos a antese nas dade maxima, 22 pmol/vagem iío 849 dia apos a antese nas 

plantas noduiaclas e de 0,13 yrnol/vagem no 3 99 dia, nas 

representi plantas nao-noduladas. Este valor representa uma 

diferença de qucise 2 00 vezes inenor do c|u.o ei C2uan.t,xdade 

encontrada nas plantas noduladas. 

Ma figura 21, estão representadas 

quantidades de ureídeos encontradas nos cotxledones de 

plantas noduladas e nao-noduladas. destes tecidob, a 

quantidade de ureídeos quase nao variou, porem, ocorreu 

diferença quanto a forma das curvas para os dois casos, 

Nos cotiledones de plantas nao-noauxaüdy a quaiitxOaue u-,.. 
õuant idade oa 

ureídeos continua aumentando diirantc o período de uesen 

volvimento do fruto, ate o 729 dia, quando se tez a ulLi- 

ma dosagem- Este comportamento, não foi observado nos 

í -1 edones cls plcirvtcis nociui-âticis ^ oiiuit.- ti >r quantida 

de de ureídeos foi determinada no 639 dia apos a antese» 

caindo em seguida a praticamente zero no 679 dia» quando 

se fez a dosagem final 

Na figura 22 está representada 

quantidade de ureídeos encontrada nos tegumentos cie pia: 
a 

não-noduladas. Verificaram-se níveis oe tas noduladas e n 

ureídeos bem baixos no tegumento de plantas 

das, quando comparado com as noduladas, A < 

nao-noduia 

mantidade ma 



TEOR DE URI; IDE OS ENCONTRADO NOS CO TI LEDO NE S 

DURANTE A ONTOGENIA DO FRUTO DE SOJA MODULA 

DA ( O—O } E NAO-NODULADA í D O ) 





FIGURA 22 TEOR DE UREÍDECS ENCONTRAR \iüS TCGUMEHTOS DU 

RANTE A ONTOGENIA DO FRUTO DE SO,1A MODULADA 

( q™—-c) ) E NAO-NODULADA ( □ ). 
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xi.ma de ureídeos encontrada no teguraento de plantas nao- 

-noduladas foi de 0,0M pmol por tegumento no 869 dia, ocor 

rendo logo após uma queda seguida de um aumento ate 0,08 

pnsol, estabilizando-se ate o 659 dia, e finalmente uma. 

queda no 739 dia, quando fêz-se a ultima dosagem. Nos te 

*** * .. ■"tf"' -L 
gumentos de plantas noduladas o teor máximo de ureídeos 

ocorreu no 349 dia, com cerca de 0,14 ymol, caindo após 

e logo aumentando para cerca de 0,1 pmol. A partir des- 

se ponto caiu até o 679 dia. quando fez-se a ultima dosa- 

gem. 

Cornpíiruiíí!o on teci dos de plantas no 

duladas e não-noduladas a vagem de plantas noüuladas for 

aquele que apresentou o maior teor de ureídeos. 

6.2 ™ Aminoâcidos 

A quantidade de aminoâcidos existen 

te nos tecidos de frutos imaturos de plantas noouladas a 

não-noduladas estão representados nas figuras 23, 24, 2&» 

onde pode-se observar os seguintes resultados: na. vagem 

de plantas não-noduladas o nível de aminoâcidos foi bem 

mais alto do que na vagem de plantas noduladas, onde este 

nível foi cerca de 10 vezes menor Utig. 23). 0 teor de 

aminoâcidos em. vagens de plantas não-noduladas atingiu um 

máximo de 6,7 pmol/vagem no 319 dia após a. antese caindo 



FIGURA 23 - NÍVEL DE ANIMOÁCIDOS 

RÂMIE A ONTOGENIA DO FRUTO DE SOJA MODULADA 

( a— —O ) E NÃO-NODULADA ( Q- —□ ). 





d partir desse ponto ate o nxvei mínimo, que ocorreu no 

739 díaj quando foi realizada a ultima dosagem. Em con- 

traste, o teor de aminoãeidos determinado na vagem de 

plantas noduladas atingiram nível máximo de 0,7 gmol / va 

gem, no 319 dia caindo a partir desse ponto, Como pode- 

™se observara nestas plantas o nível de aminoãeidos foi 

bem inferior do que aquele encontrado na vagem de plantas 

não-noduladas. A figura 21 mostra o teor de aminoãeidos 

existentes nos cotíledones de plantas noduladas e não-no- 

*í 8 "s "i ' ^p,' n \i ^ 
duladas. Para os dois grupos de piantas o nível ae ami- 

noãeidos não foi muito diferente ate o 309 dia. Entre- 

tanto, a partir do 529 dia. o nível de aminoãeidos nos co- 

tíledones de plantas não-noduladas foi sempre maior, che- 

gando a atingir o nível, máximo de 5,2 jimol em contraste 

com 1,3 iimol nas plantas noduladas,, 

Na figura 25 são mostrados os resul 

tados das determinações do teor de aminocjcidos encontrado 

nos tegumentos de plantas noduladas e nao-noüuladas. o 

nível de aiui no ácidos nao lox muito dj 1: crente nos dois grig 

pos ds plantas, os quais atingiram, seus níveis máximos na 

época de maturação do fruto, por volta do 529 dia, com 

um teor de 0,9 pmol/tegumento, tanto de plantas noduladas 

como nao-noduladas. Estes resultados rorvirn coerente» 

com o teor de urexdeos, que também foi baixo nubtes teci- 

dos, embora com níveis menores nas plantas nao-noduladas» 



FIGURA 24 IVEL DE AMI 2ONERADO NOS COIILÍNX) 

NES DURANTE A ONTOGENIA DO FRUTO DE SOJA 

MODULADA ( O O ) E NAO -MODULADA ( O □ ) 





FIGURA 25 NÍVEL DE AMINOaCIDOS ENCONTRADO NOS TEGUMÊM 

TOS DURANTE A ONTOGENIA DO ÍNN.JTO DE SOJA MO- 

DULADA í O—O ) E NAO-AK) DUI.ADA ( O —Q ) 





6.3 - Proteínas 

As variações no conteúdo cie protei 

nas encontradas nos tecidos cie plantas noduladas e nao- 

-noduladas estão graficamente representadas nas figuras 

26, 27 e 28, 

0 teor de proteínas nas vagens não 

variou muito entre os dois grupos de plantas, com diferen 

ça de aproximadamente 100 gg (Fig. 2b). 0 aumento no 

teor de proteína ocorreu nas fases iniciais de desenvolvi 

mento da. vagem, entre o .199 dia. par1 a plantas noduladas o 

219 dia para plantas não-noduladas, o que esta cie acordo 

com os dados de peso fresco (ver Fig. 14). lios dois ca- 

sos, o nível de proteína permaneceu alto durante o peno 

do entre o 2 59 ao iiCl9 dias aprmxxmadaínente. caincio era se- 

,, -tf* . - - -3 11 

guida ate o final do período estudado aos oc cria.s para. 

plantas noduladas d 7 59 dia para. plantas nao-nodulad&s < 

A figura 27 representa as variações 

encontradas no teor de proteína dos cotiiedones de plan™ 

tas noduladas e nao-noduladas. 0 nível cie proteína, atin 

gido foi mais alto nos ootíleciones de plantas não-nodula 

das do que nas noduladas, atiiigindo J.6,5 mg no bSV dia 

nas plantas nio~noduladas, e 12,5 mg no 6U9 dia nas plan- 

tas noduladas. ü inicio oe acumulo de proteína ocorreu 

no 359 dia, correspondente a fase inicial de crescimento 



FIGURA 26 TEOR DE PROTEÍNA DETERMINADO NA VAGEM DURANTE 

A ONTOGENIA DO FRUTO DE SOJA MODULADA 

( q- o ) E NAD-NOBULADA { D O ). 
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dos cotilêdones (c. f, Fxg, l'}) , e prosseguiu com uma ta- 

xa alta de acúmulo de proteína, chegando a 1 mg/dia na 

fase de acumulação maxíma (Fig. 27). Ao final do perío- 

do de maturação dos frutos (679 dia) ocorreu uma pequena 

queda no conteúdo de proteína, para ambos os casos. A 

figura 28 representa a concentração de proteína encontra- 

da no tegumento de plantas noduladas e não-noduladas. Nes; 

se caso as variações no teor de proteína, mo o traram um com 

portamento irregular, evidenciando, entretanto» que o te- 

gumento de plantas noduladas apresentaram níveis de pro- 

teína mais altos do que os de plantas nao-noduladas. 



FIGURA 28 TEOR DE PROTEÍNA DETERMINADO NOS TTGUMENTOS 

DURANTE A ONTOGENIA DO FRUTO DE SOJA MODULA. 

DA ( O—O ) E NAO-MODULADA í O G ) . 
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IV. DISCUSSÃO 

O presente trabalho demonstrou a presença 

das enzimas aicintoina.se e asparaginase nos tecidos do fru 

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

vagem, dos eotíledones e do tegumento, detectou-se a pre- 

sença da alantoinase em todos eles contrastanto com a 

asparaginase que não foi detectada na vagem, apenas nos 

eotíledones e tegumento, 

A u •, . 
A ausência de asparaginase na vagem esta de 

acordo com os dados de IRE LAN D n JOY {19 8.].). Estes auto 

res demonstraram a presença de duas enzimas em ervilha 

capazes de metabolizar asparagina, asparaginase e a. aspa- 

ragina aminotransferase, e observaram altos níveis da. se- 

gunda enzima, em folhas e vagens, e da primeira em semen- 

tes imaturas. Os ciados deste estudo com ervilha sugerem 

que tecidos que possuem altos níveis de unia dessas enzi- 

mas, apresentam apenas traços de outra. 

Foi detectada, pela primeira vez neste tra- 

balho, a presença da enzima asparaginase em cotiledone e 

tegumento de frutos de soja, embora, seja conhecida sua. 

presença em sementes imaturas de varias outras legumino- 

sas CATKINS et al., 1975; LEA et al. t 1978; SODEK et 

al. , 1980 ; IRELAND e JGY, 1981). As altas atividades 
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encontradas na semente de ervilha sugere que esta enzima 

seria responsável pela metabolizaçao de grande quantidade 

de asparagina translocada para os frutos » uma vez que a 

asparagina transaminase apresenta atividade muito baixa 

nesses tecidos {IRELAND e JOY, 1981) , 

Uma outra evidencia cie que esta enzima desem 

penha papel importante no metabolismo da. asparagina trans 

locada para o fruto prende-se ao fato de que a concentra- 

ção de asparagina presente no floema, que supre os fru- 

tos, foi calculada em 30 mM para. Lupinus ÍATKINR et al. , 

1975 ), valor este bem superior ao l<n da enzima, que ocorre 

nas sementes. Portanto, os nTveis de asparagina encon- 

trados no floema permitira a. enzima, funcionar com grande 

eficiência. 

A presença da enzima alantoínase nos tecidos 

-11 t, ii 

da vagem, dos cotiledones e do tegumento de soa a também 

não havia sido constatada. Apos a realizaçao deste tra- 

balho, THOMAS e SCHRADfR (1.9 81) relataram sua presença em 

tecidos do fruto de soja, A existência dessa, enzima ;ja 

era conhecida na folha e caule de; soja, (lA.ij.iMA e YÂMAMO- 

TO, 1975 e TAJIMA et al., 1977), e de outras espécies 

(VOGELS et al., 1966 ; S1MGH» 1968 ; ORY et al. , .1963 ), co- 

mo também nos frutos de Vigna unguiaulaía (HEKRIDGE et 

al. , 1.978), Em alguns desses tecidos foi, constatada a 

associação de alantoínase com micrucorpusculos (ORY el 
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a?,, 1969; ST. ÂNGELO e ORE, 1970; THEIMLR e BEEVERS, 

1971). THOMAS e SCHRADER (1980, 1Ü81) acreditam que a 

enzima pode estar associada com membranas ou organelas 

desses tecidos. Entretanto, neste estudo com soja nao 

se observou maior atividade quando triton X-IOO foi incluí 

do no tampão de extração, o qual aumenta a solubilidade 

de estruturas membranosas. 

A alantoinase extraída de sementes de soja. 

tem um. K para alarrtoina de 6,7 mM ÍFEMK et ai * 1365) 

e 14 mM ÍVOGELS et al. , 1966), enquanto que este valor 

foi de 16 iitM para. a enzima de Phaseolus (VOGELS et al, , 

1966), 13,8 mM para Ricinua (ORY et al,t 1969) e 3,8 mM 

para ervilha ÍSINGH, 1968). 0 vaJor do encontrado 

no presente trabalho, 15 mli esta na mesma ordem de grande 

za daqueles citados na literatura. Através dos resulta 

dos das determinações da atividade em função da concentra 

çao (Fig, 8) pode-se observar que a curva e 

bifasica, característica esta que se repetiu varias ve- 

zes, Uma possível explicação para tal comportamento po- 

de ser a existência de duas isoen^imas, uma coro alto e 

outra com baixo K , embora não se tenha nenhuma evidencia Hl 

na literatura que sustente esta hipótese. As grandes dis 

crepâncías nos valores encontrados na literatura podem re 

fletir diferentes quantidades das supostas isoenzimas nos 

diferentes tecidos. No caso deste trabalho, o traçado 
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usado para achar o K (Fig. 9) nao levou em conta os pon- 

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

to o valor do K « Um K alto para alantoinase, poderia 
m ni 

significar uma baixa eficiência da enzima in vivo. IHOMAS 

e SCHRADER £1981) calcularam a concentração da alantoína 

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

ma pode nao estar operando com eficiência maxima, a não 

ser que o substrato esteja compartimentalízado numa orga- 

nela, por exemplo, juntamente; com a enzima, A concentrei 

çao de alantoma. no floema e desconhecida s mas se for da 

mesma ordem da asparagina, 30 rnM (ATKINS et al. t 1975), 

a enzima do fruto poderia funcionar com grande eficiên- 

cia. 

Quanto ao pH ótimo da enzima alanto 

encontrou-sejpelo menos na literatura, consultada, um estu 

do sobre este parâmetro, A maioria dos trabalhos sobre 

o assunto cita. a metodologia do grupo de Vogels, que uti- 

liza tampão com pH 7,8 para o ensaio dessa enzima. Re- 

centemente » THOMAS et ai, (.19 8.1.) descreveram alguns deta- 

lhes para a purificação da a i.an teinase de ioinas de soja, 

e verificaram um pii ótimo de 8,0, Valor igual íox 

encontrado no presente trabalho. 

0 padrão de atividade para alantoinase e 

asparagínase nos vários tecidos analisados durante a onto 

genia do fruto de soja foi basicamente semelhante para 
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plantas noduladas e nao-nodulUidasu Os í.n.iíjytra tos , alan- 

toina e asparagina, para estas duas enzimas soo os princi 

pais compostos nitrogenacios tranclocados para o • fruto de£ 

ta espécie. No caso de plantas noduladas c bem conheci- 

do que os compostos predominantes sao os ux'exdeos (alan- 

toina e ácido alantóico) representando 861 do nitrogênio 

translocado (MATSUMOTO aí al* » 197 5 ; MATSUM0i0 ei al,, 

1977; FUJIHARA et al., 1977; MATSUMOTO et al., 1978). 

Por outro lado, pelo fato de haver muitas evidencias mos- 

trando que os ureídeos sáo produtos da fixaçao de nitro- 

gênio (ISHIZUKA, 1977),em plantas nio-noduladas, cultiva- 

das com N0,?, seu nível no translocado é reduzido a traços» 

ficando a asparagina como o composto nitrogenado predomi- 

nante. 

Entretanto5 esta mudança, drástica na nutri- 

ção dos frutos, constituída de principalmente ureídeos, 

ern plantas noduladas, para asparagina com traços de ureí- 

deos » em plantas não-noduladas, nao interferiu, sobre o 

aparecimento das enzimas alantoinase e asparaginase nos 

tecidos de vagens» cotílêdones e tegumento» durante a 

ontogênia do fruto. 

Torna-se difícil retirai' uma. conclusão dian- 

te do resultado negativo pois pode significar que as duas 

enzimas são constitutivas» isto é» são produzidas índepen 

dentemente da presença ou ausência do substrato, e portan 



to a sua síntese nao e induzida pelo mesmo» Por outro la 

do, as pequenas quantidades de ureídeos no translocado 

das plantas nâo-noduladas, e de ayparagina eia plantas no- 

duladas, podem ser suficientes para efetuar a indução da 

enzima. 

Embora o padrão de atividade para alantoina- 

se e asparaginase, nos vários tecidos do fruto de soja, 

tenha sido semelhante para plantas noduladas e não-nodula 

das, houve diferenças em certos aspectos, 0 mais eviden 

te ocorreu entre as curvas de atividade da alantoínase 

obtidas da vagem que, além de não alcançar o mesmo nível 

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

- n o d u 1 a ei a s c a i u no 3 59 d i a, 11 dias a n í: e s d a q u e d a regis- 

trada para as noduladas» 

Fenômeno semelhante ocorreu rios cotilêdones, 

embora a diferença no momento em que se produziu, a queda 

de atividade tenha sido menor» Isto podo significar que 

a diferença registrada para alantoinase» entre as plantas 

noduladas e não~noduladas, seja ura reflexo real das quan- 

tidades de ureídeos translocados para o fruto. Entretan 

to, torna-se necessário uma certa cautela ao se tirar 

tal conclusão, uma vez que isto poderia também refletir 

uma taxa de desenvolvimento diferente entre os frutos dos 

dois regimes. 

Embora o experimento com as plantas nodula- 
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cias e nâo-noduladas tenha sido conduzido simultaneamente 

e, portanto» as condições de cultivo das plantas tenham 

sido os mesmos em termos de luz e temperatura, houve real 

mente diferenças na taxa de desenvolvimento dos frutos, 

que foi evidenciado pelas muda sigas de peso fresco das va- 

rias partes do fruto durante sua. ontoginia (Fíg„ l!i)# Fí 

cou evidente que os aumentoe de peso fresco no início do 

desenvolvimento do fruto ocorreram em épocas semelhantes, 

enquanto que o máximo (cotiledones), e a. subsequente que- 

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

duladas# Este resultado e totalmente contrario a situa- 

ção da enzima ala.ntoi.nase, cuja atividade chegou ao valor 

máximo, e com subsequente queda, mais cedo para. plantas 

nio-noduladas. Portanto, e possível que, em termos de 

idade fisiológica, a diferença entre as curvas de ativida 

de para alantoinase (cot. íledones o vagens) se ja. maior1 do 

que uma simples comparaçao indicada pelas curvas. 

No caso de cotiledones esta idéia é reforça- 

da pelo fato de que as curvas de; atividade para asparagi- 

nase são contrarias as de alantoinase, isto e«, a ativida- 

de, permanece alta durante mais tempo em plantas não-nodu- 

ladas (Fig. 19). Este resultado sim, pode ser um refle- 

xo da diferença na taxa de desenvolvimento do fruto. De 

qualquer forma, a inversão rio padrão de atividade entre 

asparagina.se e alantoinase e unia outra indicação que a 



queda precoce da alantoinase em cotiledones de plantas 

não-noduladas não seja devido a um fenômeno não específi- 

co, Infelizmente os dados recentes de THGMAS e SCKRADER 

(1981) sobre a atividade da alantoinase em frutos de soja 

não ajudam neste caso, uma vez que estes autores não estai 

daram a soja náo-nodulada. 

0 padrão de atividade da asparaginase em co- 

tiledones e tegurnentos do fruto de soja foi semelhante pa 

ra as plantas noduladas e não-noduladas» oorênt houve algu 

mas diferenças notáveis do padrao encontrado por SODEK 

et aí, ( 1980 ) para ervilha. No caso de ervilha. (SODEK 

ei ai., 1980 ) foi constatada, uma a] ta atividade de as para 

ginase no tegumento» no início do desenvolvimento dos co- 

tiledones, justamente quando ha presença do endosperma 

líquido, No tegumento de soja a atividade desta enzima 

foi extremamente baixa nesta, fase, embora tenha ocorrido 

um aumento razoável no fim da ontogenia do fruto» quando 

o cotíledone se aproximava da fase de maturidade. tí inte 

ressante notar que o desenvo1vimento da semente de soja 

tem uma diferença marcante com aquele de ervilha, no sen- 

tido de não apresentar uma fase com volume grande de lí- 

quido (endosperma). Tal líquido, que e bastante eviden- 

te em ervilha e Lupinue por exemplo» e conhecido por 

possuir vários nutrientes como aminoácidos (FLINN e FA7E> 

1968; ATKINS ei al., 1975). 



Uma característica de destaque desse líquido 

ê o alto nível de amònia C LAWRENCf. ei ai,, 19 59 ; LEWIS e 

PATE, 1973; ATKINS ei al., 1975), podendo variar de 

40 inM a 100 mM ou mais, e consequentemente, apresenta um 

pH ácido, MURRAY e KENNEDY (1981) sugeriram que a aspa- 

raginase do tegumento de ervilha funciona no metabolismo 

de asparagina translocada para a semente, sendo responsá- 

vel pela formação de amcnía encontrada no endosperma lí- 

quido . 

De certa forma, os dados obtidos com soja 

neste trabalho, estão de acordo com esta hipótese. A bai 

xa atividade da asparaginase no tegumento, ligado a. aueên 

cia de uma fase com quantidades de líquido detectáveis, 

pode significar, de uma maneira indireta., que a. asparagi- 

nase no tegumento de ervilha realmente desempenha a fun- 

ção proposta por MURRAY e KENNEÍ-Y (1981), 

Em adição, 8ARASVATE (198?) encontrou um pa- 

drão de atividade para a asparaginase no tegumento da se- 

mente de PhaeôGÍus vuigavíe semelhante ao da soja., e 

essa especie também nao possuc um endosperma líquido apa- 

rente , 

Aceitando-se a evidencia de que a alantoina- 

se e a asparaginase sejam responsáveis pelo metabolismo 

de alantoina e asparagina no fruto de soja, é de se espe- 
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rar que essas enzimas levam a ioriíiaqao de aniônía de acor- 

do coro os esquemas .abaixo: 

alantoina   acído alantõico     uréia 

Calantoinase) (alantoícas e) 

  > ml   > GLN —^ GLU 

(urease) (GS) ÇGOGAT) 

asparagina —- ——  —NHU -  - -  -dj» GLH   GLU 

(asparaginase) (Gg) (GOGAT) 

Observa-se que s em ambos os casos , a amo rs ia 

é reassimilada via glutamina síntetase e GOGAT, Neste 

trabalho constatamos a presença dessas duas ers.imas nos 

tecidos do fruto de soja, evidenciando que o metabolismo 

desses compostos pode funcionar da maneira representada 

no esquema acima. A reassimilaçao da aroonia pelo siste- 

ma GS/GOGAT é importante para o aproveitamento desse ni- 

^ H r, w , , ISS- 
trogenio na iormaçao de airunoac:! dos para. a. síntese de pro 

teína de reserva, nos cotiledones. Embora a enzima gluta 

mato desídrogenase possa também estar envolvida„ ao invés 

de GS/GOGAT, uma revisão do assunto ÍMIFLIN e LEA, 1975)j 

mostrou de que é o sistema GS/GOGAT, e nlo a glutamato 

desidrogenase, que normalmente deis empenha esta função. 
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A taxa de acúraulo de proteína nos cotxledo- 

nes calculada pelos dados expressos na figura. 27 foi de 

0,5 a Gj8 mg de proteína por dia. Isto representa um 

acúmulo de nitrogênio de ordem de 0,5 a 0,8 pinol por ho- 

ra, por 2 cotilêdcmes (expressa da mesma forma da atívída 

de enzimatiea). 

Todas as enzimas dosadas mostraram ativida- 

des acima ou próximas deste valor, levando em conta. que 

as enzimas alantoinase, asparaginase e GOGAT catalizam 

reações envolvendo M-, 2 e 2 moles de nitrogênio por mole 

de substrato, respectivamente. leguíndo este raciocí- 

nios a asparaginase e a GOGAT foram as enzimas que apre- 

sentaram atividades próximas a taxa de acúmulo de; nitro- 

gênio, mas nlo chegaram a ser 1imltantea. 

* V* b 
As medidas do teor de urexdeos nos tecidos 

do fruto durante sua. ontogenia na o mostraram diferenças 

pronunciadas entre plantas noduladas e não-noduladas. No 

caso dos cotxlèdones (Fig. 21), os níveis registrados fo- 

ram semelhantes para. os dois grupos de plantas enquanto 

que no tegumento (Fig. 22) a. quantidade de ureídeos foi 

cerca de três vezes maior para plantas noduladas. Ape- 

nas na vagem (Fig. 20) foi obtida a diferença marcante 

esperada. 

Este fato de certa forma confraria, um dos 
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objetivos do presente trabalho9 sue foi de verificar o 

comportamento da enzima ala.n1:oí.nase nos frutos de soja5 

justamente nas condições de altos e baixos níveis de subs 

trato (ureídeos). A pequena diferença no padrão de alan 

toínase para os cotiledones, discutida anteriormente» não 

pode ser relacionada com a concentração do substrato» a 

não ser que exista compartimentação de alantoina ou, pro- 

vavelmente, um efeito mais associado ao influxo do subs- 

trato para. a semente do que a sua própria concentração 

int erna. 

A diferença, marcante observada na concentra- 

ção de ureídeos na vagem foi aquela esperada e, portanto» 

não invalida a discussão anterior em torno da comparação 

do padrão da enzima alantoínase para plantas noduiacias e 

n ão - n o du 1 ad a. s * 

Embora a produção de ureideos esteja associa 

da com a fixação de nitrogênio (ISIÍIZUKA, 1.97 7 )» no pre- 

sente trabalho na o foi possível a. obtenção de plantas to- 

talmente livres desses compostos. As precauções toma- 

das para evitar a nodulaçao e, portanto, que as plantas 

obtivessem nitrogênio unicamente a partir da fixaçao de 

nitrogênio, aparentemente tiveram êxito. Assim» a capa- 

cidade de reduzir acetileno foi abaixo dos limites de de- 

tecção (Fig. 6} além do fato de que não se verificou a 

presença de nodulos, 0 proprio cultivo das plantas nao- 
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-inoculadas na presença de nitrato e um fator importante 

para evitar a nodulação. 

Como o presente trabalho demonstrou (Fig. 2) 

o cultivo de soja inoculada, em presença de nitrato» pro- 

voca inibiçao da nodulação, sendo que a concentração mais 

alta. usada, 15 mM impede, quase que totalmente, a forma- 

ção de nodulos. Este efeito do nitrato sobre a nodula- 

ção jã e bem conhecido (MATSUMOTO et ai.,, 1977 b; McCLU- 

RE e ISRAEL, 1979; PATE et ai,, 1980), e a aplicação do 

nitrato a plantas noduladas também inibe fortemente o pro 

cesso de fixaçao de nitrogênio (McCLURE e ISRAEL, 1979; 

MANHART e WONG, 1980), Existem duas teorias quanto â 

inibiçao da. atividade do nodulo em presença de nitrato. 

A primeira atribue esta inibiçao a uma diminuição no su- 

primento de fotossintatos para o nodulo devicto ao seu con 

sumo no processo de redução de nitrato na raio (OílIOREORIE 

e PATE, 1971). A segunda envolve um efeito mais direto, 

e atribue a inibiçao a formação do nitrato pela redutase 

de nitrato do bacterioide do nodulo (GIBSGN, 1976). Uma 

vez que o nitrato inibe nodulos oriundos de estirpes de 

Bkizobium livres da redutase de nitrato (MANHART e WONG, 

1980), e o nitrato não inibe a fixação de nitrogênio quan 

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

meíra alternativa provavelmente correta. 

Em termos de plantas nao-nodaladas tratadas 
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com níveis crescentes de nitrogênio, os dados do presente 

trabalho (Fig. 4), mostram uma tendência, para níveis mais 

altos de ureídeos justamente nas plantas recebendo a 

maior concentração de nitrato (embora com relação as plan 

tas noduladas, estes níveis ainda são baixos). Dados se 

melhantes foram obtidos para plantas não-nodulados de 

Vigna unguiaulata por PÁTE et al « (1980), e talvez seja 

relacionado ao maior vigor das plantas cultivadas nestas 

condições. 

Portanto, o cultivo de plantas nâo-nodula 

das, com níveis baixos cie nitrato, resultariat possivel- 

mente em plantas mais deficientes em ureídeos. Per ou- 

tro lado, o desenvolvimento da planta seria afetado pela 

deficiência do nitrogênio, talvez trazendo mais problemas 

do que vantagens. 

Pelos trabalhos consultados na literatura, 

^ .rv; 
a total ausência de ureídeos em plantas nao-noduladas7 

seja da soja ou outras leguminosas produtoras de ureí- 

deos, não foi demonstrada. 

Estudos recentes utilizando exudato do xíle- 

ma de soja (KcCLURE e ISRAEL, 1379) e Viqna unguiaulata 

(PATE et al. » 1980), revelaram que plantas não-noduladas 

transportam menos que 10% (soja), ou apenas traços (Vig- 

na) t do nitrogênio ern forma, de ureídeos. Apesar disso. 
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os níveis de ureídeos encontrados em extratos de caule5 

raiz e folha, são pouco diferentes entre plantas nao-nodu 

ladas e noduladas CPATE et ai., 1980). Isto sugere que 

as varias partes da planta tem capacidade para síntese 

de ureídeos a partir de; outras tontos de nitrogcnío (PATE, 

1980) 1 ou que sua. produção pelas raízes, mesmo que baixa, 

e suficiente para atingir a capacidade destes tecidos de 

acumular ureídeos. 

Os presentes dados para soja também mostram 

que o acumulo de ureídeos nas vários partes da planta nao 

refletem as quantidades translocadas » embora, em geral 

tenham sido encontradas quantidades maiores em tecidos de 

plantas noduladas. As diferenças menores foram encontra 

das para folhas e caules, embora em outras idades, estas 

possam ser maiores ÇMATSUMOTO et al. , 1977 (2 e b), 

Uma diferença grande entre os níveis de urei 

deos encontrados em plantas noduladas e nao-nodu.ladas co- 

mo ocorre no exudato do xxlcma, poete ser utilizado como 

um parâmetro de avaliaçao da eficiência cia ííxaçao de ni- 

trogênio de plantas cultivadas no campo. 

Trabalhos com exudado do xilema de Vigna 

unguiõulaia ÍPATE et al. s 1980) mostraram uma correlação 

entre a. porcentagem de nitrogênio em forma de ureídeo e a 

concentração de nitrato na solução nutritiva. ^ülrei..an 
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to» a coleta do exiKla.ua de plantas cultivadas no campo e 

pouco pratxcãvel. Pelos dados do presente trabalho a. 

análise do conteúdo de ureldeos nos vagens pode ser mais 

viável face as grandes diferenças registradas entre plan- 

tas noduladas e não-noduladas. Outros dados do presente 

trabalho (Fig. 1) também apresentam uma correlação inver- 

sa entre o nível de ureídeos e o grau de nodulaçao das 

plantas (em níveis diferentes de nitrato), 

^*4 I, 4 > 
Os níveis de ami.noácidos livres nas vagens 

foi o inverso da situação com os ureídeos (Fig. 20) sendo 

as plantas não-noduladas as mais ricas. Portanto» a sen 

síbilidade do método pode ser aumentada se for considera 

da a relação ureídeos/aminoacidos» ao invés de sirnplessnen 

te os ureídeos. A analise -da vagem tem outra vantagem 

que é a não destruição da planta na nora da amostragem. 

Entretanto s seria, necessário um estudo mais 

detalhado» inclusive ealíbraçao com o método de redução 

de acetileno, para chegar a uma conclusão quanto â utili- 

z a ç a o d o m et o do. 
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V. RESUMO 

A síntese e acumulo de proteínaG na semente neceo 

sita de um grande suprimento de nitrogênio reduzido. Nor 

malmente o transporte deste nitrogênio de outras partes 

da. planta envolve alguns compostos específicos, dependen- 

do da espécie e condições de crescimento. 

A fixação de N2 pela associação sirnbiotica soja- 

-Rhisobium cultivada em meio sem fonte de nitrogênio mine 

ral leva ã incorporação de N atmosférico em ureídeos 

(alantoma e ácido alantoico) , que formam oc principais 

compostos nitrogenados encontrados nas vias de transporte 

de plantas de soja noduladas. Por outro lado em soja eul 

fivada na. ausência de Rhizobium c com NOç como fonte de 

nitrogênio» a asparagina e a forma de nitrogênio predomi- 

nante nas vias de transporte destas plantas. 

0 acumulo de proteína nos frutos destas plantas 

dependera, portanto, do aproveitamento destas formas de 

nitrogênio para a síntese de arninoacidos. 

Os objetivos deste trabalho foram: Primeiramen~ 

te,, verificar a presença das enzimas provavelmente envol- 

vida. s n a. u t i 1 i z a ç a o d e s t es c o m p o s t o s ( í, s t o é » a i a. n t: o i n a s e 

e asparaginase). Segundo, investigar o efeito dessa mu- 

, < .... ., & 
dança no transporte cie nitrogênio principalmente ae ureí- 

deos (plantas noduladas) para asparagina (nao-noduladas) 



sobre a atividade destas enaimas durante a ontogenía. do 

fruto, espeeifieamen te nos tecidos íju. vagens, dos cotilé- 

dones e do tegumento. 

A asparaginase foi dosada peto método radíornctrí- 

co, apos a separaçao do produto por croiuatografia, enquan 

to que a alantoinase foi dosada medindo~se a formação do 

produto apos a transformação em glxoxilato. 

Encontrou-se atividade de ambas as enzimas em to- 

dos os tecidos do fruto, a não ser da vagem onde não 

detectou-se atividade da asparaginase. 

Tanto a enzima alantoinase corno asparaginase raos- 

t r aram baixa a t i v í, d a d e no 1: e g u rn e n t o , o c o r1 r • e r i d o a p e n a s u m 

pequeno pico mais no fim do desenvolvimento da semente, 

tanto para plantas noduladas como nao-noduladas. da va- 

gem e cotxlèdones a atividade da aiantcínase foi mais 

alta durante a fase de acumulo de proteína. A ativida- 

de nos cotiledones, por exemplo, foi bem acima. da. taxa de 

acumulo de nitrogênio, Para a asparaginase a atividade 

também foi mais alta nesta fase do desenvolvimento dos 

cotiledones embora o nível de atividade fosse menor, sen- 

do semelhante a taxa de acumulo de nitrogênio neste teci- 

do , 

Comparando ao curvas dc atividade obtidas para 

plantas noduladas e nlo-noduladas, houve pouca diferença, 

havendo apenas uma tendência da alantoinase permanecer 



alta (vagem e cotilecione) durante mais tempo na 'planta 

noclulacia (apesar da niaturuçao ter ocorrido mais cedo). 

Por outro lado f a aspa.raginast: (^.'oli I.odones ) manteve a 

atividade alta durante mais tempo nae nao-noduladas. Foi 

discutido o possível significado deste resultado ern. ter- 

mos do fluxo de urexdeos e asparagina para os frutos, 

'tf* » - v* ~ * ** * 
Quanto aos níveis de urexdeos e amxnoacxdos nos 

tecidos do fruto» os dados mostraram que os ureídeos» ape 

sar de estarem associados com a atividade do nõdulos» fo- 

ram presentes em níveis não tão baixos como esperados nas 

plantas nao-noduladas, E» destes tecidos apenas os da. 

vagem mostraram níveis de ureídeos Peru mais altos ( 200 X) 

nas plantas noduladas comparado com as nao-noduladac» por 

que tanto nos cotiledones como no tegumen i:o o nível de 

ureídeos foi baixo e semelhante para os dois casos. Fato 

interessante ocorreu com o nivel de aminoácidos que foi 

geralmente o inverso dos ureídeos, encontrando-se níveis 

mais altos destes nos tecidos de plantas nao-noduladas. 



VI. SUMMARY 

The synthesis and, accuraulation of reserve proteins 

xn seeds require a large supply of reduced nitrogen. 

Generally, the transpor! oi" nitrogen from other parte of 

the plant involves a few specific compounds, the nature of 

which depends on the species anel growth conditíons, 

The. fixation of by Bhizobium in symbiotic 

association with soybeans, cultívated xn the absence of 

mineral nitrogen, leads to the incorporai;ion of atmospheric 

nitrogen in ui'eides (allantoin and allantoic acdd). These 

compounds form the main nitrogenous componente found in the 

transport stream of nodulated soybeans, On the other hand» 

soybeans grown in the absence of Rh-izobium and with NO:- as 

nitrogen source, contain asparagíne as the predominant 

transport form of nitrogen, 

The accumulation of protein in the fruíts of such 

plants will depend» therefore , on their ability to utilize 

these compounds for the synthesis of araino acids. 

The objectives of the present study were: first, 

demonstrate, the presence of the enzymes presumed to be involved 

in the utilization of these compounds (i.e. allantoinase and 

asparaginase). Second, determine the effect of this drastíc 

change in the transport of nitrogen from mainly ureides 



(nodulated plants) to asparagíne (non-nodu.lated piants) on 

the appearance of these enzymes during fruit ontogeny. 

specxficãXXy in the pods» cotyledons and teguments. 

Asparaginase was assayed by a radiometríc method, 

involving the separation of the ppoduct by chromatography. 

Allantoin w&s assayed by measuríng the formation of the 

product by a differential glyoxilate method, 

Activity of both enzymes was found in ali tissues 

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

was detected. Both allantoinase and asparaginase presented 

low activities in the tegument» producing only a small peak 

near the end of seed. development, both lor nodulated ano 

non-nodulated plante» In pods and cotyledons higher leveis 

of allantoinase were íound^ especially íJaring the phase oi 

most actíve protein accumulation. It ís noteworthy that the 

activity in the cotyledon was well above the rate of nífrogen 

accumulation. Asparaginase activity was ulso hígher over 

this period of cotyledon development» although the levei oí 

activity was lowerp being simliar to the rate of nitrogen 

accumulation. 

A comparison of the activity patterns for 

nodulated and non-nodulated plants reveais iittie ditferenoe 

except for a tendency for allantoinase to remam high (pod 

and cotyledons) over a longer perxod m nodulated piants, 

This occurred in spíte of a shorter rnaturation peisiod for 



fruíts of nodulated pj.airts, On [.Ke olher haiid, aspaiNigínarje 

(cotyledon) maxntained hígh ac: i i. v; l:y over a longer peia.od in 

th63 non-nodulated planta, The possible aigriITIcance of this 

etfect WcS.8 discusseci. in terms oi ( he cupply of ureides and 

asparagine to the fruits. 

As to the leveis oí ureideo ano aiamo acids in the 

various fruits txssues, the data show that the ureides, 

despite their assocíation with nodule activity, were present 

in leveis above that expected for non-nodulated plants. Qf 

the fruit tissues only the poda pi-esonted. a high levei of 

ureides ( 200 x) in nodulated plan ta compareci to non-nodulated 5 

since low but similar leveis were found ín the ootyledons 

and tegumenls of both plant types. Ts is notewoidniy that the 

levei of free amino acids was generdilv the inverse of that 

for ureides, since hígher leveis were found in fruits of 

non-nodulated plants- 
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VII. ABREVIATURAS 

ASNase - Asparagina.se 

ATP - Adenosina-55-trifosfato 

BSA ™ Albumina de soro bovino 

DTT - Ditiotreitol 

EDTA - Ácido etilenodiairsxnoietraacêtico 

GOGÁT - Glutamina. oxoglutaraxo amida transferase 

G S ~ G1 u t a. rn i n a. s i n t e 1: a s e 

MCW - Metanol, clorofõrmio e água 

ME - V-mercaptoctano]. 

KES - Ácido 2-íN-morfolino)-etanosulfonico 

NÀDCH) - Nicotinamida adenina dinucleotídeo (for- 

ma reduzida) 

P0P0P - I,H-bis-2~(5-feniloxazoliI)-benzeno 

PPO - 2,5-difeniloxazole 

TRIS - Tris (hidroxíiiietil) aminoiiietano 
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IX ~ APÊNDICE 







TA BE LA X - - ATIVIDADE DA ENZIMA GLUTAMIi-iA SI MT TASr DUKÀN- 

TE A ONTOGENIA DE FRUTOS DE SOJA N 0 D li LA liJ/i j;. 

WJT MODULADA, 

Atividade expressa em yjnol/h.gr- e a JIlO I / h , 

tecido. 





TABELA XI - ATIVIDADE DA ENZIMA ASPA 

ONTOGENIA DE FRUTOS DE SOJA NÜDULADA E NAO 

-MODULADA, 

Atividade exprecoa em 

tecido. 




