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1 — INTRODUCAO

3 estudo da biossintese das proteinas de reserva nas
sementes 2 extremamente 1mpovtante, nio somente pela sua signifi-
~ancia nutricional, mas tambem por elas representarem um 1lnteres-
sante modelo de express3ao genética em plantas. Dessa forma, as
croteinas de reserva tém sido frequentemente objeto de revisdes
(MILLERDa 19753 DERBYSHIRE et al., 1974635 LARKINS. 198135 NIELSEN,
198435 SPENCER, 198435 HIGGINS, 1984 e PERNOLLET, 1985). Elas exi-
hem diferentes caracteristicas que permitem distingui-las das
nutras proteinas: a) acumulam-se somente nas sementes e em quan-
tidades significativass b)Y tém como fun¢cio eprincipal fornecer
aminoacidos ou nitrogénio durante a germinag3o e crescimento ini-
cial da plantulas «¢) possuem uma composicio de aminoacidos pecu-
liar (tendem a ser ricas em ASN, GLNs ARG ou PRO)3; d) localizam-
se NOS COrpPOS proteicoss e) distribuem-se usualmente em dois gru-
PO0S pPrinciPalsi: nas legquminosas, as globulinas legumina e vicili-
nas e nNnos cereals as prolaminas e glutelinas (SPENCER, 1984 e
PERNOLLET, 1985).

As limitagdes para o uso dessas proteinas na nutrigdo
humana e em outros animals monogastricos 3o bem conhec:das desde
que o entre outros aspectoss as proteinas de reserva dos pPrinci-

pals produtos agricolas s3o0 carentes em aminocacidos essenciais.
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“m termos gQerals as proteinas de cereals s3o deficientes em lisi-
nas, triptofano e treonina (DOLL, 198435 SHEWRY et al.. 1984) e as
de leguminosas sao deficientes nos aminoacidos sul furados, c1s~
teina e metionina (SPENCER, 1984 ¢ MOREIRA et al.. 1981). A modi-
ficacio destas proteinas, de tal maneira Que aumente a proporcio
daesses aminoacidos limitantes dentro da semente, tem sido objeto
de muitas 1nvestigacdes. Existem pelo menas tres maneiras pelas
quals se pode modificar as proteinas de sementes. Uma delas é al-
rerar a composicao de polipeptideos especificoss outra e introdu-
Z1r genes nessas sementes a partir de outras espécies e a tercei-
ra é aumentar a proporcio das fracdes protéicas que s3p mais ri-
cas em aminoacidos essencials.

A deficiéncia em =alguns nutrientes e a forma como sio
fornecidoss podem resultar em mudangas significativas na quanti-
dade relativa dos componentes proteicos, fornecendo subsidios pa-
ra o0 estudo de alguns mecanismos celulares que regulam a composi-
3o das proteinas de reserva. Estas modificacdes, entretanto, de-
vem ser compativelis com suas propriedades e toleradas pelas se-
mentes durante o seu desenvolvimento sem afetar seu papel fisio-
ldgico. Para se obter sucesso na melhoria da qualidade nutricio-
nal das sementes & necessario. portantos uma cuidadosa caracteri-
zac3o0 bioquimica da estrutura das proteinas de reserva, da bios-
sintese e regulac3o dessas proteinas durante o desenvolvimento da

csemente e dos genes responsaveis pela sua sintese.
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A s0Jas particularmente, fornece um interessante siste-
ma para estes estudos uma vez ques na maturidade fisioldgica, a
semente contem entre 40% e 554 de proteinas, com base no pPeso Seco
(TUMER, =2t 31.,1981, NIELSEN, 1984, COATES et al.,1985). As duas
principals proteinas de reserva da soja somam 70% do total das
proteinas em sementes maduvyas (HILL & BREIDENBACK, 1974). Elas
padem ser separadas em duas fracdes principalss glicinina (11S) e
conglicinina (78). Em termos gerals essas duas proteinas de soja
530 similares, respectivamente, as leguminas e vicilinas, protei-
nas tipicas de muitas outras leguminosas. A massa molecular ob-
servada para conglicinina varia entre 150~200 KDa e para a glici-
nina esta geralmente entre 310-350 KDa (MOREIRA et al., 1981,

NIELSEN, 1984 e HIRANO et =2l., 1987). Essas duas proteinas s3ao
bastante complexas, como esperado pela elevada massa molecular. A
conglicinina consiste de trés subunidades n3o idénticass comumen-
te denominadas de alfa', al fa e beta, com massas moleculares de
B3 KDasy 78 KDa e 53 KDa, respectivamente, formando seis diferen-
tes isOmeros (NIELSEN, 1984, HOLOWACH et al., 1984 e TIERNEY et
al.s 1987). Entretantos a uma baixa forg¢a 106nicas; a forma trime-
rica assocla-se para formar hexameros. Estudos de THANH & SHIBA-
SAKT (4978B) e outros demonstraram que a conglicinina pode ser
subfracionada em proteinas complexas que consistem de diferentes
combinacdes randdmicas das subunidades. No caso da glicininas he-
wameros s3o observados quando a proteina é purificada a partir de
solugdes salinas diluidas ( BRADLEY et al., 1975). Ela é composta

de pelo menos & subunidades n3o0 idénticas e cada uma dessas subu-
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ni1dades conteém um polipeptideo acido ligado a um polipeptideo ba-
sico por uma liga¢do dissul feto. As duas cadeias polipeptidicas
recsultam de clivagens pods—~traducio dos precursores proglicininas
(TUMER et al.s 1982)sy 2 uma das etapas ocorre depols que O pPre-
cursor entra nos corpos proteicos (CHRISPEELS, et al., 1982). As
massas moleculares das subunidades 3acidas e basicas variam entre
37-45 KDa e 17-22 KDa, respectivamente (MOREIRA et al.s 1979,
STASWICK et al.,1984, NIELSEN, 1984 e SATHE, 1991). Como a con-
alicininas a glicinina também exibe polimorfismo estrutural (KI-
TAMURA et 2l., 1980 e STASWICK & NIELSEN, 1983).

OQutros 1mportantes fatores distinguem essas duas mole-
culas. Enguanto a conglicinina contém em torno de 5% de agucar,
nenhum acucar foi detectado na glicinina purificada. 0 agucar da
conglicinina esta ligado a uma asparagina das subunidades alfa’ e
alfa e contém dois residuos de N-acetilglucosamina seguidos de 7
a 10 residuos de manose (YAMAUCHI & YAMAGISHI, 1979 e KOSHIYAMA,
1983). Finalmente, as subunidades dessas proteinas diferem no seu
conteddo de aminoacidos. A varia¢io de aminoacidos sulfurados

{metionina + cisteina) esta entre 0:6% e 3% (w/w) nas subunidades

da glicinina (STASWICK et al., 1981) e entre zero e @.48% (w/w)

para as subunidades das conglicininas (DERBYSHIRE et al.s 1976 e
THANH & SHIBASAKI, 1977). No geral, a composi¢c830 de aminoacidos
da g9licinina se caracteriza pelo alto conteddu de GLN-GLUCGLX)
ASN-ASP(ASX) e também ARG, PRO, LEU e ILE (MOREIRA et 23l.,1979,
BRADLEY et al.s1975). Comparando-se os poliptideos acidos e basi-

COS» vemos ques enquanto ©Os primelros contém proporcionalmente
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maiz GLX & ASXK,y 0s dlitimos =&0 mairs ricos em LEU, VAL & aLa (MO-
REIRA et al.s 1979). A conglicinina, pOr sua vez, e caracterizada
pelo alto conteddo de ASP. GLU. LEU e ARG. Consideravel similari-
dade na composi1¢ao de aminoacidos das subunidades alfa’ e alfa
fo1 observada. Entretanto, o conteudo de HIS, se encontra em
malor propoOr¢cao na subunidade alfa’ (THANH & SHIBASAKI,., 1977, KOS5~
HivyaMa, 1983). Este fato contribui para uma ligeira diferenca nos
seus pontos 1soleleéetricos. Por outro lados a subunidade beta tem,
geralmentes um mals alto conteuddo de aminoacidos hidrofobicos

(ALA, VAL, LEU, ILE, PHE) e ASP (THANH & SHIBASAKI, 1977, SYKES &

GAYLER, 1981).

0 conhecimento da sintese e acumulo das proteinas e um
outro aspecto de extrema importancia para estudos de melhoria nu-
tricional dessas proteinasy além de ser um dos eventos principais
do metabolismo durante o desenvolvimento das sementes. Mudancas
na sintese de proteinas de reserva de sementes foram investigadas
em uma variedade de leguminosas incluindos Phaseolus wvulgaris

(SUN et al.s 1978, FOUNTAIN et al., 1989), Pisum satiwvum (DOMONEY

£

al., 1980, GATEHOUSE et 3l., 1982, CHANDLER et al.,1983),

Yigna unguiculata (CARASCO =t al., 1978), vicia faba (WRIGHT &

BOUTER, 1972) e Glycine max (OCHIAI-YANAGI et al., 1978, MEINKE

ot al.»1981, GAYLER & SYKES, 1981, SPIELMANN et al., 1982 e KONDO

hi]

et al.s 1986). A conclusio geral desses estudos, tem sido que o
acumulo das proteinas inicia logo apds o término da divisdo celu-

lar em cotiléedones em desenvolvimento.
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“mbora variavel, dependendo da espéciey, do cultivar e
condictes de crescimento, @ sintese de proteinas de reserva em
leguminosas inicla-se geralmente entre o 92 e 122 dia apos a
florac3o e a sintese maxima esta compreendida entre o 152 e 302
dia (PERNOLLET, 198%5). Durante a deponsigiao das proteinas de re-
servas os diversos polipeptideos s3o sintetizados a diferentes
taxas e em diferentes periodos. Este fato foil primeiro investiga-
do em cewvada por BISHOP (1930). Posteriormente. muitos estudos
acompanhando a sintese das proteinas de reserva durante o desen-—
volvimento das sementes foram feitos em diferentes espécies.

LUTHE (1987) verificous por PAGE-SDS, que das proteinas

extraidas das sementes de awveia (Avena sativa L.), durante o seu

desenvolvimentos muitos polipeptideos coincidindo com as subuni-
dades alfa e beta das globulinas estavam presentes a partir do 22
ao 42 dia apds a antesis, mas o total dos componentes polipepti-
dicos das globulinas estavam ausentes ateé o 102 dia.

Em 1leguminosass O 1nicio e a taxa de sintese das legu-
minas e vicilinas s3o0 diferentes. WRIGHT & BOULTER (1972) acompa-
nharam o pPadr3o de sintese das vicilina e legumina durante o de-
senvolvimento dos cotilédones de Vicia faba. 0s autores verifica-
ram que vicilina foi formada nas sementes antes da legumina ser
detectadas Poreém legumina fo1 sintetizada a taxas mais rapidas do

que a vicilina. Resultados semelhantes foram obtidos em Pisum sa-

trivum por GATEHOUSE et al. (1982). Eles mostraram que a taxa de
sintece de legumina € aproximadamente constante durante o desen-

volvimento da semente, enquanto que a sintese dos diferentes com-—
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ponentes da viclilina ocorre =m diferentes estadios do desenvolwvi-
mento. Fles observaram ainda gque 0s nivels dos mRNA das legumina
o vicilina oscilavam de acordo rcom a taxa de sintese dos respec-—

tivos polipeptideoss sugerindo que a sintese de proteinas de re-

serva @ requlada primariamente a nivel de transcrig3o.

A formacdo e o acumulo das subunidades das proteinas de
reserva de algumas cultivares de sojas durante o desenvolvimento
da semente. foram i1nvestigadas por diversos pesquisadores (HILL &
BREIDENBACH,s 19745 OCHIAI-YANAGI et al., 19783 GAYLER & SYKES,
19813 MEINKE gt al.s19813 SPIELMANN et al., 198235 KONDO et al..,
1986 e LADIN et al.s 1987).

Usando metodos desenvolvidos para caracterizar protei-
nas de sogjJa HILL & BREIDENBACH (1974) descreveram mudangas quan—
titativas e qualitativas durante o desenvolvimento da semente.
Seus estudos revelaram diferengcas temporais no acumulo dos trés
cromponentes da frac3o 7S, e observaram ainda que a frag3ao 11§
aparece no decorrer do desenvolvimento como uma proteina homogé-
nea que acumula na semente com o tempo, do mesmo modo que o total
das proteinas da frag3o 7S.

Para melhor caracterizar o desenvolvimento da semente
de soja (cv. Provar), MEINKE e colaboradores (1981) estabeleceram
quinze estadios de desenvolvimentos baseados nos comprimentos e
pesos das sementes. Relacionando a sintese das diferentes subuni-
dades com esses estadioss, os autores observaram que as subunida-
des alfa’ e alfa da frag3o 7S comecam a acumular no estadio Js no

qual a semente pesa entre 65 e 85 mg, com 18-20 dias apOs a ante-

a7




s15, 1pgo apos o término da divis3o celular. Aléem dissos na fra-
30 7% purificada, 0s autores observaram que o total da subunida-
de alfa nos extratos era consistentemente mais abundante do que 3
subunidade alfa’. A subunidade beta, por sua vez,s nao acumulou
até uma ou duas semanas mals tarde, durante a fase de maturacao
da sementes alcancando nivel maximo no estadio N, quando o peso
da scsemente era de 2€0 a 250 mg. Resultados semelhantes foram ob-

tidos por GAYLER & SYKES, 1981, SPIELMANN,; et al., 1982, KONDO et
al., 1986 e TIERNEY gt al., 1987.

As subunidades acidas e basicas da frag3o 11S comecam a
se a acumular quando a semente atinge peso entre 65 e 85 mg e en-
tre B85 e 120mg (estadios J e K,y respectivamente), 18 a 21 dias
apos a antesis. Em contraste, um isOmero da subunidade Acida
(A-44 como definida por KITAMURA et 2al., 1974), aparece mais tar-
de no desenvolvimento e seu padr3o de acumulac3o assemelha-se
aquele da subunidade beta da frag3io 7S (MEINKE et al.s 1981).
SPIELMANN e colaboradores (1982) verificarams nos estadios 1ini-
ciais do desenvolvimento da semente, a presenca de um polipepti-
deo com massa molecular de 83 KDas, que desaparece concomitante-
mente com O aparecimento dos dois principais componentes das gli-
£ininas (basicas e acidas). Eles observaram aindas que ha dife-
rengas temporais na sintese das subfragdes desses polipeptideos.

Posteriormente, esses estudos foram intensificados para
determinar se as subunidade da frag3o 7S5 eram representadas por

uma ou mals formas i1soméricas (LADIN et al., 1987). Para tal, ex-

tratos protéicos de sementes de soja em diferentes estadios do
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desenvolvimento foram analisados por eletroforese bidimensional.
N0s autores verificaram que as diversas manchas representando as
sybunidades alfa’ e alfa no estadio inicial do desenvolvimento
{ectadio H), se fundem em uma mancha larga e simples em sementes
proximas a maturacdo. Estes resultados levaram os autores a con-
~luir aqaue formas i1somericas das subunidades alfa’ e alfa se acu-
mulam de uma maneira regulada e que modificacdes pos-traducao
dessas subunidades resultam em alterac¢des nas cargas das i1sofor-
mas. Ao contrarioc, a subunidade beta & inicialmente detectada no
egtadio M (peso da semente entre 160 e 200 mg) como uma isoforma
simples, com o aparecimento de isoformas multiplas desta subuni-
dade proximo ao estadio de secagem da semente. HARADA et al.
(1989, observaram que sementes de soja contém multiplas cdpias
do gqene da subunidade beta e que o mRNA das subunidades alfa’,
alfa e beta acumulam diferencialmente, em paralelo com o apareci-

mento dos vrespectivos polipeptideons. Assims segundo os autores, o

acumulo diferencial desses mRNAs parece ser devido a eventos que

ocorrem apos a transcrigio.

Foi mostrado tambem que processos pds—transcrigio s3o
importantes para regular a expressio de genes que codificam ou-
tras proteinas de sementes (GOLDBERG, et al., 1989). Entretanto,
esses ewventos pos-transcric3o parecem desempenhar mais um papel
ativo no estabelecimento dos niveis de predomindancia de mRNA de
proteinas de sementes do que no controle de programas temporals

de acumulacd3o desses mRNAs durante o desenvolvimento (GOLDBERG,

et al.s 1989). Por exemplos, diferentes genes que codificam os
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mRNAs das alicininas acumulam e desaparecem coordenadamente du-
rante a embriogénese de soja e sio0 ativados e reprimidos no mMesmo

seriodo do desenvolvimento (NIELSEN, et al., 19289).

No entanto, este notavel sincronismo e dependente das
fontes de Ccarbono e nitrogenio transiocados pelo sistema vascular
e/0u outras partes da planta ateé as sementes. Portanto, e extre-
mamente importante <se conhecer a forma pela qual os nutrientes
chegam a semente e como siao metabolizados para fornecer os dife-
rentes compostos necessarios ao desenvolvimento dos frutos.

Tem-se mostrado em leguminosas como sojas feiljdo e cau-
p1s que O transporte de substancias nitrogenadas das raizes para
as partes aéreas depende principalmente das condi¢cdes de cultivo
e da fonte externa de nitrogénio. Estudos realizados por OHYAMA &
KAMAZAWA (1979) com 15N8’ mostraram que as principais substancias
nitrogenadas, em plantas noduladas, foram os ureideos. Entretan-
tos na auséncia da fixac30 simbiotica do nitrogénios a ASN foi1 a

principal substancia nitrogenada translocada das raizes para as

partes aereas.

Estudos cineticos do transporte em soja (THORNE, 1989)
e algumas espécies de Phaseolus (PATRICK & McDONALD, 1980) indi-
caram que 0% assimilados que chegam as sementes em desenvolvimen-
to s30 rapidamente distvribuidos no tegumento, seguido de uma
transferéncia gradual para a superficie interna dos cotilédones,
onde s3ao acumulados. Entretanto, temporariamente, as fontes de

nitrogénio podem se acumular em outros tecidos, como observado em
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soja por WAREMBOURG &8 FERNANDES (1985). Eles verificaram que uma
arande proporcdo do N fixado acumulou nos caules e pecioloss pro-
vavelmente na forma de ureideos, para posterior transferéncia pa-
ra as sementes em desenvolvimento. Nos frutoss o primeiro local
que recebe 0s Compostos nitrogenados sdo as vagens., As parvredes
das vagens podem ent3o armazenar e, posteriormente, redistribuir
as substancias nitrogenadas (THORNE., 1979).

Em =spjas GOMES & SODEK (1984) mostraram que 0os aminoa-
ridos e ureideos aumentaram multo nas vagens expandidass calndo a
valores muito baixos durante o periodo de preenchimento das se-
mentes. Portanto, as vagens de soja podem funcionar como fonte-
dreno, uma vez ques se a quantidade de assimilados que chegam as
sementes € alta, as vagens atuam caomo dreno € 0 peso seco das pa-
redes das vagens aumentam. Ao contrarios se a disponibilidade de
assimilados para os frutos for baixas as paredes das vagens atuam
como fonte e o0 peso das mesmas declina (FADER & KOLLER, 1983).
Das vagens,; as substdncias nitrogenadas se dirigem para 0s coti-
ledones. Entretanto, varias delas podem ser metabolizadas pelos
tegqument os das sementes.

Uma das técnicas que permitem estudos da composigao e
dos mecanismos de descarregamento da seiva do floema & sua redis-
tribuicio em sementes em desenvolvimento é a técnica dos tegumen-
tos wvaz1o0ss, utilizada por THORNE & RAINBIRD,(1983), RAINBIRD et
al.(1984) e GIFFORD & THORNE , (19864).

RAINBIRD e colaboradores (1984) examinando o exudato do

requmento em plantas de soja noduladas,; verificaram que GLN é o
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princieal soluto nitrogenado liberado pelo teaumento das semen-—
tes, chegando a atingir 52% do nitrogénio total. Os niveis de ASN
foram de 19%., ARG e HIS apareceram na proporcio de 5% e 4%. res-
pectivamente. A amodnia e outros aminoacidos constituiram o nitro-
génio restante. A liberag3io dos ureideos (alantoina e acido alan-
toico)l para as sementes foi insignificante. A sacarose fo1 a
principal fonte de carbonos constituindo 9@% do total de carbono
exportado Para o embri3o, enquanto que o esqueleto carbfnico das
substadanc1as nitrogenadas constituliram os 10% restantes. Portanto,
sequndo 0os autores, a razdao C:iIN no exudato do tegumento foi de
3imgC/maiN, similar ao obserwvado anteriormente no floema dos Fru-
tos por PATE & HOCKING (1978). GIFFORD & THORNE (1986), utilizan-
do a mesma tecnica, também observaram que, em sementes de soja em
desenvolvimento, GLN e ASN foram os principais compostos nitroge-
nados liberados pelos tegumentos.

MURRAY & CORDOVA-EDWARDS (1984), utilizando a técnica
do pulsoc radioativo, verificaram que em ervilhas uma leguminosa
que n3o transporta ureideoss a GLN & pouco metabolizada nos tegu-
mentos. Entretanto, introduzindo 14C-ASN na corrente transpirato-
rias 0s autores verificaram que este aminoacido e utilizado dire-
tamente na incorporagao de proteinas ou convertido em GLN e, em
menor pPYyopPOr¢3aos em ALAs, VAL e sacarose. Estas transformagdes,
segundo 0% autores, ocorrem provavelmente nos tegumentoss O que
esta de acordo com o obsevrwvado anteriormente por IRELAND & JOY
(1981) . Estes dados foram confirmados por WOLSWINKEL & DE RUITER

(1985) ques apos remocao do embrifio de dvulos de Pisum sativum
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am desenvolvimento, verificaram que ALA e GLN foram os componen-
tes mals 1importantes liberados do tegumentos enguanto que ASN es-
tava presente em quantidades 1i1nsignificantes. Em Vicia fabas 0s
mesmos autores verificaram que 0 aminoacido predominante no exu-
dato do tegumento foli a ALA.

Mai1s recentemente, ROCHAT & BOUTIN (1991) wutilizaram
duas tecnicas para verificar a composicio de aminoacidos do exu-

dato do floema em plantas de Pisum sativum noduladas e n3o nodu-

ladas. Uma delas, a técnica de exudagio promovida por EDTA, foi
utilizaaa para coletar seiva do floema e uma outra., a técnica do
tegumento vazio utilizada para coletar os solutos secretados pelo
tegumento na cavidade embrionaria. Os autores verificaram que, em
ambos os sistemas, sacarose F01 o principal carboidrato liberado.
Em plantas n3o noduladas, utilizando a técnica do EDTA, os prin-
cipals compostos nitrogenados encontrados no exudato do floema
foram a ASN, GLN, HSER e GLUs enquanto que em plantas noduladas o
exudato continha altas proporcdes de ASN e SER e baixas Propor-
cbes de HSER e GLN quando comparadas com plantas nioc noduladas.
Em ambas as plantas, noduladas e nio noduladas, 08 Principails
aminoacidos translocados para as sementes a partir do tegumento
foram a ALA, GLN e HSER. Asparagina apareceu em quantidades nota-
veis concomitantemente com o decréescimo de GLN, em estadios pos-
teriores.

Em caupis 05 principais solutos liberados pelos tegu-
mentos em frutos no estadio 1inicial do desenvolvimento foi a HIS

(30-35% do N total), seguida da GLN e ASN que alcangaram 20% do N
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rotal secyetado. Poreéems em =ementes no estadio intermediario de
desenvolvimentos GLN e ASN foram os principals compostos nitroge-—

nados secretados (PEOPLES st =3l1., 1985).

= evidente que deve ocorrer a 1nterconversiao de nitro-
genio ey portanto, a biossintese “"de novo” dos aminoacidos nos

frutoss 0os 9uals s3o0 utilizados principalmente na sintese de pro-

reinas de reserva.

No estudo do preenchimento das sementes, varios autores
tém wutilizado a técnica da cultura de cotilédones imaturos “in
vitro’, ytilizando uma fonte udnica de nitrogénio. Como as amidas
(ASN e GLN) e o0s ureideos (alantoina e acido alantodico) s3ao as
principails fontes de nitrogénio transportada para a parte aerea
em plantas superiores durante o crescimento vegetativo e reprodu-
rivos diversos autores utilizaram essas substidncias para o estudo
de sintese de proteinas de reserva em sistemas “in vitro”.

LEA et 23l1.(1979), verificaram que em sementes de ervi-
lha cultivadas "in vitro”, GLN ou ASN, utilizadas como fonte de
nitrogénios, foram 1gualmente eficientes em promover sintese de
proteinas. Entretanto, MILLERD et al. (1973) haviam demonstrado
ques enquanto a quantidade de proteina sintetizada a partir de
ASN fo1 a mesma observada a partir de uma quantidade equivalente
de uma mistura de aminoacidos, a eficiéncia da GLN foi inferior
a0 observado para o “paol” de aminoacidos enddgenos. DOMONEY gt

al.(1980) verificaram, por 1munoensalos que ambas as amidas pro-

moveram a sintese inicial das subunidades das leguminas em em-
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nrides 1tmaturos de Pilsum sativum cultivados “in vitro”. Em endos-

perma de mamona (AZARKOVICH & SOBOLEV, 1990) e em endosperma de
grios de milho (MISRA & 0AKS, 1985), cultivados "in wvitro”, GLN
fo1 i1ntensamente convertida em outros aminoacidos, promovendo uma
alta sintese das proteinas de reserva.

0 cultivo de cotiléedones de soja imaturos em meio de
cultura fo1l1 tambem estudado por THOMPSON et al. 1977, SKOKUT et
al.1982, OBENDORF et al. 1984, COKER & SCHAEFER, 1985, HAGA & SO-
DEK , 1987 5 DYER et al. 1987 e TONIN & SODEK, 1996. Foi relatado
pelos autores que GLN e ASN podem, isoladamente, promover sintese
e acumulo das proteinas de reserva em cotilédones 1maturos. Foi
mostrado aindas que as atividades das principails enzimas envolvi-
das no metabolismo dos aminoacidos, aumentaram substancialmente
durante o periodo de cultivos independente da fonte de nitrogé-
nios 1ndicando com 1ssos que o0s cotilédones tém a capacidade para
sintetizar todos os aminoacidos necessarios ao seu desenvolvimen-
to (TONIN & SODEK, 1991). Um fato interessante observado pela au-
tora (TONIN, 1980), fo1 a inibig3o da atividade da asparaginase
pela GLN, mesmo quando em presen¢ca de ASN e em cotilédones com
uma mals alta atividade inicial desta enzima
. Os ureideos (alantoina e alantoato) entretantos se com-
portam como pobres fontes de nitrogénio para a sintese de protei-
nas de resevva em cultura de cotilédones i1soclados de qualguer es-
pecie de plantas estudadas (THOMPSON et al., 1977, LEA et al.,

1979, COKER & SCHAEFER, 1985, HAGA & SODEK, 1987). Porem, em cul-

tura “in vitreo” de frutos de soja (explante), essas substancias

15




foram 1aualmente eficientes quando comparadas as amidas no cres-—
cimento dos cotiledones (MOSQUIM, 1984 e MOSQUIM & SODEK, 1991).
Seaqundo estes udltimos autores, 0s ureideos saoc metabolizados nas
vagens uma vez ques foil observado aumento de N-proteico nesta
parte do explante e niap fol detectado ureideos nos cotilédones.
Esses resultados est3o de acordo com aqueles encontrados por
RAINBIRD et 2al.s 1984, HSU et al., 1984 e COKER & SCHAREFER, 1985,
que obtiveram evidéncias de que,s, “in situ”. os ureideos sd3o de-
gradados dentro do tegumento ou da vagem e o nitrogeénio resultan-
te @ convertido em GLN gque depois & translocado para as sementes.

Segundo THOMAS & SCHRAEDER (19B81asb)s 0% ureideos <ao
primeiramente concentrados nas vagens e, entios, degradados a ou-
tros composStoss como aminoac1doss ou s3ao transportados diretamen-
te para as sementes, onde s3o rapidamente degradados a aminoaci-
dos e estes, eventualmentes incorporados nas proteinas. A alta
atividade da enzima alantoinase nas sementes em desenvolvimento
(GOMES & SODEK, 1984) e nos cotilédones 1solados em cultura (TO0-
NIN & SODEK, 1990) corrobora com a sugestio de que ureideos podem
ser degradados nesse Orgiao. Uma possivel explicacdo para o fato
dos ureideos nao promoverem aumento do teor de proteinas em cul-
tura de coti1lédones 1solados, foi dada por COKER & SCHAEFER
(1985). Eles demonstraram que a amdnia liberada pela degradac3o
dos ureideos ndo foli eficientemente 1ncorporada em proteinas,
possivelmente pelos baixos nivels da atividade da glutamina sin-
tptases ou devido a taxa no qual o glutamato e produzido ser in-

suficiente como substrato de assimilagcio da amdnia. Porem, essas
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~nnclusdes nao estio de acordo com os resultados obtidos por TO-
NIN (1988) s+ pPO1s essa enzima alem de ser constitutiva, possui al-
ra atividade nos cotilédones quando em cultura.

Além das amidas e dos ureideos uma fonte de enxofre €
também ext remamente necessarlia para o desenvolvimento dos cotile-
dones. A sintese de proteinas e particularmente afetada em carén-—
c1a de enxofrey, pols a falta de aminoacidos sulfurados modifica a
distribuli¢ 30 dos grupos proteicos dependentes desses aminoacidos
(PERNOLLET » 1985). Segundo SPENCER (1984), deficiéncia de enxofre
durante o desenvolvimento da semente de ervilha ocasionou uma re-
ducio de 80O% no nivel relativo de cisteina mas n3op afetou o nivel
de metionina. Embora os niveis relativos de cisteinil-tRNA e me-
tioni1l1-tRNA, Que se constituem numa medida mais direta de subs-
tratos dispPonivels para a sintese de proteinas,s, n3o tenham sido
afetados pela deficiéncia de enxofre em ervilha, seus niveis ab-
solutos por semente reduziram de 69-70% (MACNICOL, 1983). Conse-
quentementes a taxa de sintese das leguminas em cotiledones cres-
cidos em dificiéncia de enxofre reduziu em 90% (CHANDLER et al.s
1983). Esse decrescimo & acompanhado por um aumento na quantidade
das vicilinass proteinas pobres em aminoacidos sul furados (SPEN-
CER, 1984).

Resultados analogos tém sido obtido em soja. Sob defi-
ciéncia de enxofre, que }eduz apenas levemente o acumulo das pro-
teinas totais, o nivel das glicininas, proteinas ricas em enxo-
fre, fo1 reduzido sendo compensado pelo aumento nas conglicininas

que sao pobres em enxofre (GAYLER & SYKES, 1985). HOLLOWACH et
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al. (1984b) ndo observaram mudangas na razdo 115:75 e nem sintese
diferenciada entre as diferentes subunidades, na variedade CV.
Provar de <soajla cultivada em mei1o deficiente em enxofre. Entretan-
tos FUJIWARA gt a3l.s(1992), trabalhando com plantas transgénicas,
verificaram que estas plantas acumularam muitas vezes mais a su-
bunigade betay enquanto que as subunidades alfa’ e alfa foram

pouco afetadas por esse tratamento.

A reducd3o do nivel de proteinas ricas em aminoacidos
sul furados ndo e causada POr um aumento na degradacio dessas pPro-
teinas, mas Pela reducdo dos niveis de mRNA em sementes deficién-
tes em enxofre (CHANDLER et al., 1983 e SPENCER et al., 1990).

A deficiéncia de enxofre também afeta a sequéncia tem-

poral de sintese das diferentes subunidades das proteinas de re-

serva de s0Ja e ervilha.

Como foi dito anteriormente, as subunidades das con-
glicininas de soja mostram uma bem distinta e definida sequéncia
de sinteses com acumulo das subunidades alfa' e alfa precedendo a
subunidade beta por 5-7 dias e com niveis superiores aqueles da
subunidade Dbeta durante o desenvolvimento da semente (GAYLER &
SYKES, 1981). Sob condicdes de deficiéncia de enxofre, o acumulo
da subunidade beta e antecipado e continua a uma taxa elevada por
um periodo de tempo malor do que o usual, sendo o principal com-
ponente na segunda metade do desenvolvimento da semente (SYKES &
GAYLER, 1981). Esta subunidade acumula como um isBmero extra nao
detectavel em sementes sob condigdes normals, O qual e compensado

pela reduc3o dos niveis das outras conglicininas e glicininas
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(GYKES & GAYLER., 1981).

Em ervilha, 0o periodo de sintese das vicilinas e exten-
dido em sementes deficientes em enxofre,s, enquanto gque as legumi-
nass que 530 sintetizadas na segunda metade do desenvolvimento

tém nivelis extremamente balxos, aparecendo alguns dias mais tarde

(MHIGGINS, 19845 CHANDLER et =zl.s 1983).

Os efeitos provocados pela caréncia de enxofre tambem

foram observados em outras plantas, incluindo Lupinus angustifo-

1iuys (BLAGROVE et al., 1976)s 0Oryza sativa (BAUDET et al.s 198é6).

Triticum aestivum (CASTLE & RANDALL,Ss 1987) e Hordeum vulgare

(SHEWRY et al., 1983). Em todos os casoss em disponibilidade 1i-
mitada de enxofre, as proteinas com baixo conteudo de aminoacidos
sul furados acumularam mais do que agquelas com alto conteudo.
Todos esses resultados sugerem que mudangas nas protei-
nas de reserva sio reguladas ao nivel de transcrigdo e pos—trans-
cricios uma vez que 0% niveis dos correspondentes mRNA caem sob
deficiéncia de enxofre (SPENCER et al., 1990 e FUJIWARA gt al..,

1992). Portantos 1sto demonstra a grande complexidade da regula-

c30 de sintese de proteinas de reserva.
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2— O0BJETIVOS

Em wvista da diversidade de compostos nitrogenados que
s3ao encONtrados nas vias de transportes, € de interesse investi-
gar a capacldade dos cotiledones de soja em utilizar essas subs-
tdncias pavra sintese de proteinas em sistemas de cultura.

Neste trabalho, sera feita uma comparagio da sintese e
acumulo de proteinas de reserva e da taxa de mudangas no “pool”
dos aminoacidos livres, em cotilédones 1maturos mantidos em cul-
tura com fontes apropriadas de nitrogénio e enxofre.

A comparacao sera feita quantitativamente e qualitati-
vamentes entre cotilédones crescidos na plantas, cultivados em
meio basico e em meio suplementado com GLN, ASN ou ALNsy princi-
pais formas de nitrogénio encontradas no floema, e metionina como
fonte de enxofre.

Para tal, ser3o utilizados dois sistemas de cultura. O
si1stema de cultura de cotilédones isoladoss que possibilita ana-
lisar o potencial dos cotilédones em utilizar tais substdancias e
sistema de cultura de frutos 1imaturos, em que 0s nutrientes en-—

tram pelas vias normails de transporte.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAL VEGETAL E CULTIVO DAS PLANTAS

Neste trabalho, foram utilizadas sementes de soja
(Glycine max (L) Merril), cultivar “Santa Rosa”, produzidas no
IAC (Instituto Agrondmico de Campinas,SP).

Antes do plantio, as sementes foram selecionadas
de modo a se obter um grupo homogénio. As sementes foram coloca-
das para germinar em vasos pPlasticos com capacidade de 3 litros,
em casa de vegetag3o. A vermiculita, usada como substrato, foi
exaustivamente lavada com agua corrente. Quando as plantas apre-
sentaram 3 primeira folha trifoliolada completamente expandida,
foram transferidas para um regime de dias curtos (9 horas de luz
e 15 horas de escuro), durante 4 dias , para induc3o da florag3o.
Ao mesmo tempo, iniciou-se o tratamento com solu¢So nutritiva
completa de Hoagland (HOAGLAND & ARNON, 1950), sendo aplicados
250 ml por vaso (com 2 plantas)s duas vezes por semana. Durante o
inverno (abril a setembro), as plantulas permaneceram 1nicialmen-
te em dias longos (18 horas de luz e & haoras de escuro)s para
evitar a indu¢3o precoce da florac3o. Apds o tratamento de dias
curtoss as plantas foram mantidas em condi¢des naturais de lu=z

até a formag¢ldo dos frutos. Quando os cotileédones atingiram em
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torno de 40-5S0mg de mateéria fresca (HAGA e SODEK, 1987)s o0os vasos
foram ent3o separados em dois lotes, sendo um utilizado para os

experimentos e o outro como controle "in situ” na casa de vegeta-

C30.

3.2 - CULTIVO DE COTILEDONES IMATUROS

As vagens foram <elecionadas de acordo com o tama-
nho das sementesy com o auxilio de uma lanterna colocada atras
dos frutos e esterilizadas por imers3o numa solugc3o de dodecil-
sul fato de sodio (SDS) @,1% contendo hipoclorito de sodio @,5%
por 9 minutos. Depolis de lavadas por duas vezes em agua destilada
esterilizadas as vagens foram colocadas em placas de Petri e as
sementes retiradas cuidadosamente com o auxilio de pingas e bis-
turi. Todas estas operacdes foram realizadas com materiais pre-
viamente autoclavados e sob condicOes assepticas em camara de
fluxo laminar. Tegumentos e eixos embrionadrios foram removidos e
os cotiledones inoculados no meio (liquido) de cultura, tomando-
se sempre O cuidado de distribuir cada um dos cotilédones da mes-
ma semente em tratamentos diferentes.

Os frascos de cultura contendo os cotilédones fo-
ram fechados com filme de PVUC (Policloreto de Polivinila), colo-
cados em agitador com cerca de 130 agitagdes por minuto a 25 ©C e
1luminados continuamente com duas la8mpadas fluorescentes a uma

altura de 35cm com irradidncia de 80 uE.cm2.s~! PAR, durante 7
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dias. Pelo menos 15 repetigcdes foram montadas por tratamento.

Qualquer Ffrasco que apresentasse sinails de conta-
minagao POY MLICroOOrganismos s era descartado. Selecionados 0s
frascoss O% cotilédones foram vretirados do meio de cultura, lava-
dos 2 vezes com agua destiladas enxugados com papel de filtro e
pesados em balanga de pesagem rapida. Apds congelamento, os coti-
lédones foram liofilizadoss pesados novamente e armazenados em

frascos hermeticamente fechados, a baixas temperaturas, para ana-

lises posteriores.

3.2.1- MEIO DE CULTURA

0 meio de cultura padrio foi preparado segundo
LINSMAIER e SKOOG (1965)s modificado por THOMPSON (1977), a par-

tir das solugbes estoques abaixos, tendo as seguintes composigoes

em g/1:

A) MACRONUTRIENTES (2 X concentrado):

KC1 1,49
CaClp . 2 HpO0 0,88
MaSO4 . 7 HpO ©,74
KHpPO4 2,34
KpS0g4 2,08
UNICABMP

BIEALIOTECA CENTRAL
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B> MICRONUTRIENTES (1000 X concentrado):

H3BOq 6.2
MnS04 . 4 HpO 0,022
ZnS04 . 4 HpRO Bsyé
KI 2,83
NapMoO4 . 2 HpO 2,23
Cu804 . 5 HpO ®,025
CoClp . 6 HpoO 0,025

C) FERRO (200 X concentrado):

FeS804q4 . 7 HpO 5445

NakEDTA 7 345

D) COFATORES (20@ X concentrado):

Tiamina-HC1 0,08
Mioinositol 20,0
Acido Nicotinico 2,51
Piridina-HC1 0,1
Glicina 0,4

E) SACAROSE (2 X concentrado): 50
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0 meio de cultura foi preparado a partir das solu-
cbes estoque da seguinte maneira: em 1 litro da solu¢d3o A Fforam
adicionados 1iml da solu¢3o Bs Sml da solu¢do Csy 5 ml da solucao D
e 50 g de sacarose. 0O pH foi ajustado para 6,¢ com NaOH @,iN. Es-
ta solug3o representa o dobro da concentragao final. Foram colo-
cados 2ml desta solug¢3o em frascos quadrados altos de 40ml e pos-—
teriormente autoclavados a 120°C durante 20 minutos. As fontes de
nitrogénio (ASNy GLN e ALN) foram adicionadas ao meio (2 ml)
atraves de filtro Millipore estéril, na concentrac3o final de
1,795 mg N/ml de meioc de acordo com HAGA e SODEK (1987).

Nos experimentos em que foi utilizada metionina
como fonte de enxofre, a solug3o estoque dos macronutrientes foi
modificadas substituindo-se o sulfato por uma solug3o equivalente
de salis cloridricos. L-metionina foi adicionada ao meio numa con-

centrag3ao final de 8,4 mM (HOLOWACH et al, 1984a).

3.3 - CULTIVO DE EXPLANTES

0 cultivo de explantes foi baseado na metodologia
descrita por CHANDLER et al (1983) e adaptado para soja por MOS-

QUIM (1989).

As plantas com vagens completamente expandidas e

sementes ocupando todo o lumen (cerca de 10@mg de matéria fresca
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cada) foram 1nicialmente desfolhadas e os frutos removidos, dei-
xando-se apenas uma vagem rom duas sementes em cada no. Em se-
guiday 0os caules foram esterilizados com uma solugao de SDS Qs1%

e hipoclorito de sadio 9+s5%s cortados com uma l3mina de barbear,
e colocados em héqueres com dgua destilada. Os explantes obtidos
(com & cm de comprimento) foram entio transferidos para frascos
de 190 ml contendo 6,5 ml do meios previamente envolvidos na par-
te superi1or com uma tira de isopor de 135 mm de largura e fita
adesiva. Os caules foram fixados com pedagos de 1sopor de modo
que a extremidade inferior ficasse mergulhada na solu¢3o. 0O con-
junto foi1 colocado em orificios feitos em uma tampa de caixa de
150pOT de modo que a parte inferior dos frascos ficasse mevrgu-
lhada em um banho de gelo e a parte superior fixada na tampa.
Caules e peciolos do explante foram vedados com pasta de lanolina

e todo o sistema colocado em uma camara de crescimento a 25°C sob

luz fluorescente branca continua (80 uE.m 2.5 1) por um periodo
de 7 dias. 0Os caules dos explantes foram cortados em sua base
(2mm)y, sob agua, a cada 48 horas e os meios trocados no quarto
dia de cultivo.

0 banho de gelo foi trocado sistematicamente du-
rante o periodo experimental e serviu para restringir 0o cresci-
mento de microorganismos no meio de cultura.

No final dos experimentos as sementes (sem tegu-
mento) foram pesadas e congeladas. Apds congelamento, foram lio-

filizadass pesadas novamente e armazenadas para analises poste-

riores.
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3.3.1 - MEIO DE CULTURA

As solucdes estoque de micronutrientes e de ferro
foram as mesmas utilizadas no cultivo de cotiledones 1solados. A

soluc3o de macronutrientes foi preparada de acordo com CHANDLER

et al (1983) com a seguinte composicao:

CaClp.2 Ho0 4mM3
KHoP04 6mM3
K5S04 2mM;
MaS04.7Ho0 4mM.

Para cada 100 ml da solu¢3o de macronutrientes foram adicionados
®s1 ml de micronutrientes, @5 ml da solu¢3o de ferro, S5g de sa-
carose,; 120 mg de N (GLNs ASN ou ALN) e o pH ajustado para 5,0.
Quando metionina foi utilizada como fonte de enxo-
frey foi preparada uma solug3o de macronutrientes em que KpSOy4
foi1 substituido por KC1 e MgsSQ4 Por MagClp na mesma concentracao
final. L-metionina foi adicionada ao meio de cultura numa concen-

trag3o final de 8,4 mM (HOLOWACH et al, 1984a).
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3.4 - EXTRACAXO E DETERMINACAO DE PROTEINAS.

Cotilédones ou sementes liofilizadas com pesos se-
cos determinados foram triturados em almofariz até a obten¢3o de
uma farinha fina. Proteinas foram extraidas em Tamp3o Fosfato
2,035 M contendo NaCl 9,4 M e beta-mercaptoetanol 0,081 M, pH 746
(WOLF et als1956), durante 4 horas sob constante agitagc3o. Os ex-
tratos foram centrifugados por 15 minutos a 12000 x g9 e filtratos
em papel de filtro. Uma aliquota de 100 ul foi tomada para deter-
minagao de proteinas pelo método de BRADFORD (19746), wutilizando
BSA como padr3o. 0 restante foi dialisado exaustivamente contra

agua destiladas liofilizado e posteriormente analisado por ele—-

troforese.

3.5 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA.

As eletroforeses foram adaptadas do método de
LAEMMLI (197@), usando-se sistema descontinuo dissociante em pla-
ca vertical (13cm X 12cm X @,icm). A concentragao de acrilamida
foi de 10% no gel de separac3o e de S% no gel de empacotamento.

O0s extratos protéicos liofilizados foram.dissolvi-

dos (5 mg/ml) em Tamp3o Fosfato 0.01M, pH 7,25 contendo SDS a 2%
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2 bheta-mercaptoetanol a 1%. A solugdo foi fervida em banho-maria
por 10 minutos, adicionando-se sacarose (concentrag3do final de
190%) e azul de bromofenol (@,91%) como indicador de corrida. Fo-
ram aplicadas aliquotas de 10 ul (cerca de S50 ug de proteina) em
cada pogcoDs € 3 corrida desenvolvida por cerca de 4 horas em ampe-
ragem fixa (20 mA).

0 gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue @,3%
em acido acetico - agua - metanol (1:4,5:4,5) por uma noite e
descorado numa solug3o de acido acetico- agua - metanol (1:8:3,5)
até visualizac¢3o das bandas.

As estimativas dos pesos moleculares das subunida-
des das proteinas de reserva de soja foram feitas a partir do Ry
de cada bandas; usando-se como padrdes as seguintes proteinas ob-
tidas da Pharmacial fosforilase b (24 KDa), BSA (467 KDa), ovoal-
bumina (43 KDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 KDa) e ani-

drase carbdnica (30 KDa)

3.6 - EXTRACAO DE AMINOACIDOS LIVRES

Para extrac3o de aminoacidos livres totais foram
utilizados S50 mg de cotiledones liofilizados e triturados em ie
ml de uma mistura de metanol - clorofdrmio - dgua (12:3:3 v/v/Vv)

de acordo com BIELESKI e TURNER (19646). ApOs homogeneizagao em
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Pottery por um minutos o material foi centrifugado a 800 x g du-
rante 9 minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante colocado
em funil de separac3o, onde adicionou-se 4,5 ml de agua destilada
e 3,0 ml de clorofdrmio. 0O extrato foi agitado e deixado em re-
pouso para separacao das fases. A fase aquosa foil coletada e seca
em banho maria a 459C com um fluxo de ar. Apds secagems o volume

original foi retomado com agua destilada.

3.7 - DOSAGEM DE AMINOACIDOS LIVRES TOTAIS.

A concentrac3o de aminoacidos totais foi determi-
nada de acordo com YEMM e COOKING (1955), utilizando-se como pa-
dr3o leucina em concentracdes que variaram de 20 a 200 nmoles/ml.

Uma aliquota de 1 ml de amostra foi adicionado 0,5
ml de tamp3o citrato @,2M, pH 5,2, 0,2 ml de ninhidrina 5% em Me-
til celossolve e 1,0 ml de cianeto de potassio a 2% (v/v) (a par-
tir de KCN 9,01M) em metilcelossolve. 0Os tubos foram agitados,
tampados com bolinhas de vidro e aquecidos em banho maria por 20
minutos. ApPpOs resfriamento o volume foi completado para 4 ml com

etanol 40%. procedendo-se a leitura a 570 nm.
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3.8 - CROMATOGRAFIA LIQUYDA DE ALTA EFICIENCIA

3.8.1 - DERIVATIZACAOD DOS AMINOACIDOS

0s aminoacidos livres totais, extraidos como des-
crito em 3.6 e a mistura de aminoacidos padrdes foram preparados
em solugdo aquosa de modo a conter cerca de 1,0 umol de aminoaci-
dos totais por mililitro.

Ds derivados fluorescentes foram obtidos misturan-
do-se 20@ ul das amostras e padrdes com 50 ul de Tamp3o Borato
1,0M pH 633 e 250 ul do reagente 9-fluorenilmetil cloroformato
(FMOC-C1, 15mM) em acetona, segundo EINARSSON et al.(1v¥83). ApoOs
30 segundoss 0 excesso de reagente foi removido, agitando-se com

iml de pentano, por trés vezes consecutivas. As solucbes dos de-

rivados foram diluidas 1® vezes com agua mili-Qq.

3.8.2 - SEPARACAO E QUANTIFICACAO DOS AMINOACIDOS

O0s aminoacidos foram separados e quantificados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC), utilizando uma
coluna cromatografica Hypersi11-0DS de 250 X 4,6 mm, acoplada a um

sistema da LKB.
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0s solventes utilizados foram: acido Acético con-
tendo trietilamina ©@,1% pH 4,2 ajustado com NaOH ( NASHOLM et al,
1987) ou pH 3,0 (solvente A) e metanol (solvente B). 0 gradiente
de eluicl3o Ffoi de 45% a 65% de B entre @ e 25 minutos e 65% a 85%
de B entre 24 e 40 minutos, com fluxo de 1,0 mli/min. Cada inje¢3ao
da amostra correspondeu a um volume de 10 ul. Os aminoacidos fo-
ram detectados por um monitor de fluorescéncias com comprimento
de onda de excita¢3o de 2463nm e de emiss3o de 313nm.

A quantificag3o dos aminoacidos foi feita pela
comparacao da altura dos picos das amostras com a altura dos pi-

cos dos aminoacidos usados como padrio.

3.9 - ANALISE DE AMINOACIDOS PROTEICOS

3.9.1 - ELETROFORESE E ELETROTRANSFERENCIA EM MEM-

BRANA DE Diofluorito Polivinilideno (PVDF)

A eletroforese das proteinas (15 mg/ml) foi feita
como descrita em 3.5, utilizando-se um gel de 1,5 mm de espessura
e a eletrotransferéncia ("Western blotting”) segundo MATSUDAIRA
(1987)s com pequenas modificagcles

Apos eletroforeses, o gel foi cortado e embebido no

tamp3o de transferéncia CAPS (Acido-i-propanosulfdnico-3-ciclohe-
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<x1lamino) 19 mMs metanol 10%. pH 1140 PoOor S minutos para reduziv
a quantidade de Tris e Glicina. Durante esse tempo, a membrana de
PYDF (Diofluorito polivinilideno) foi lavada com metanol 1004 e
estocada no tamp3o de transferéncia.

0 sanduiche para a eletrotransferéncia foi montado
com o gel e a membrana entre folhas de papel de filtro Whatman n2
3 e duas esponjass em cassetes apropriados. As amostras foram
eletroeluidas em amperagem constante (400 mA) a uma temperatura
de 15°9C por 30 a 45 minutos. Apds esse tempos a membrana de PVDF
foi lavada pPor 3 vezes com agua deionizada por 5 minutos e corada
com amido black ©0.5% em acido acetico 5% e metanol S50% durante 5
minutos. O descoramento foi feito com metanol S50% e acido acetico
S% por 5-10Q minutos a temperatura ambiente. A membrana foi final-

mente lavada com agua deioni=zada e estocada a 10°C.

3.9.2 - DERIVATIZACAO £ ANALISE DOS AMINOACIDOS

PROTEICOS

Cada uma das bandas protéicas presentes na membra-
na de PVUDF foi recortada, colocada em tubos de amostras (3 por
tubo) e estes colocados em frascos de hidrodlise contendo 200 ul
de HC1 6N. Com o auxilio do "Work Station”(Waters), o oxigénio
foi removido com nitrogénio alternado com vacuo e os frascos de
reag3o aquecidos no forno do “Work Station” a 106°9C por 24 horas.

Apos esse tempo, o0s frascos de hidrdlise foram resfriados a tem-
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peratura ambiente e o excesso de HCl removido sob vacuo.

Os aminoacidos foram extraidos da membrana com
200ul de uma solu¢gao de HC1 @,41N e metanol 30% por 3 vezes a 1in-
tervalos de S minutos (LEGRENDE & MATSUDAIRA, 1989). Apds com-
pleta secagem das amostras a vacuo em liofilizadors foram adicio-
nados @20ul de uma mistura de Metanol-Acetato de sodio iM-Trieti-
lamina (TEA), em cada tubos na proporgdo de 2:2:1 (“Redrying so-
lution”). Os tubos foram agitados, centrifugados por um minuto e
secados a vacuo com auxilio do “Work station”. Para a derivatiza-
¢3o0 dos aminoacidos foram adicionados aos tubos 20 ul da mistura
de Metanol:Trietilaminaidgua:iFenilisotiocianato (PITC) (7:1:1:1
V/V/V/VU) sendo estes agitados por alguns segundos e deixados a
temperatura ambiente por 20 minutos. Residuos de PITC foram remo-
vidos a vacuo por 30-45 minutos e os derivados (feniltiocarba-
mil(PTC)-aminoacidos) dissolvidos com 20@ ul de tamp3o de amostra
(NapHPO4 SmM pH 7,4 ajustado com H3PO4 10% e acetonitrila 35%) (Ma-
nual da Waterss ne 88140, 19%0).

A solucio contendo 250 pmol de cada aminoacido
utilizado como padr3o, foi derivatizada como descrito acima.

A composi¢c3ao das subunidades proteicas foi anali-
sada por HPLC, utilizando-se o sistema de analise de aminoacidos
PICO-TAG da Waters, equipado com uma coluna de 3,9 mm X 150 mm.

0s solventes wutilizados foram Acetato de sodio
2,1M pH 654 ajustado com Acido acéticos 0,5 ml de TEA e 6@ ml de
Acetonitrila para {1 litro de agua mili-Q (solvente A) e Acetoni-

trila 60% (solvente B). O programa de gradiente de eluigd3o e flu-
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<0 empregados est3o descritos no quadro abaixo:l

TEMPO(Min.) FLUXO AA %“B
Inicio 1,90 100 %
10, @ 1,9 58 42
10+5 1,9 o 100
12,0 1.5 2 100
1245 1,5 100 @
3555 1,9 100 2

Foram aplicados 20 ul de cada amostra e 14 ul dos

aminoacidos padrdes.
Os aminoacidos das fragdes protéicas, detectados a
254 nms. foram quantificados pela comparac3o da altura dos eicos

das amostras com a altura dos picos dos aminoacidos usados como

padries.

3.10 - ANALISE ESTATISTICA

0 delineamento experimental utilizado foi inteira-
mente casualizado. Os dado- toram analisados através de analise
de wvariancia e quando o valor "F” foi significativo, os wvalores
das médias foram comparados entre si pelo teste de DUNCAN, ao ni-

vel de 5% de probabilidade(SNEDECOR e COCHRAN, 1967).
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAOD

4.1 - ESTABELECIMENTO DAS CONDICGES DE CULTIVO.

0 tamanho ideal para manutenc3o de cotilédones imaturos
de soja em cultura (meio liquido) proposto por THOMPSON et al
(1977) e HAGA (1982) esta numa faixa de 1inicial acima de 2@ mg,
considerando-se o ganho de matéria seca. 0O ganho maximo em quan-
tidade de proteinas e, no entanto, verificado quando os cotilédo-
nes estdo numa faixa acima de 3¢ mg de materia fresca (HAGA,
1982).

Como a sintese das proteinas de reserva de soja esta
sob controle temporal (OCHIAI-YANAGI et al.s 1978, MEINKE et
al .31981, SPIELMANN et 23l1.,1982, KONDO et al.,1986 e LADIN et
al., 1987), o aparecimento dessas proteinas durante o desenvaolvi-
mento da semente, foi acompanhada por eletroforese em gel de po-
liacrilamidas para melhor caracterizar as faixas de peso de mate-
ria fresca 1nicial em termos qualitativos.

As proteinas de reserva de sementes de soja s3ao com-—
postas de duas principais proteinas, a Conglicinina e a Glicini-
na. A Conglicinina €@ uma molécula 7S trimérica consistindo de
trés principals subunidades: alfa’(83KDa), alfa (78KDa) e beta

(53KDa) (TIERNEY et al., 1987 e HOLOWACH, et _al., 1984a). A Gli-
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rinica (11S) & composta de pelo menos & subunidades n3ao 1dénticas
e cada uma dessas subunidades contém um polipeptideo acido ligado
a4 um polipeptideo basico por uma ligac3o simples dissulfeto. 8]
peso molecular das subunidades acidas e basicas wvariam entre
37-42 KDa e 17-20 KDa,s respectivamente (SATHE,1991).

Pelos resultados da eletroforese (Figura 1) foi veraifi-
cado ques durante o desenvolvimento da semente, as bandas carac-
teristicas das proteinas de reserva come¢gam 3 aparecer em es-—
tadios diferentes. Os cotiledones com peso de materia fresca em
torno de 45-55 mg ja apresentam as subunidades alfa' e alfa da
frag3o 7S e as subunidades basicas da frag3o 11S. Pode-se obser-
var ainda na Figura 1 que a subunidade beta s0O é detectada quan-
do as sementes est3o com peso de matéeria fresca em torno de
130-140 mg e que as subunidades acidas estio melhores definidas
em cotilédones com peso de matéria fresca de 85-95 mg.

€ sabido (MEINKE, et 3l.s 1981),; que a transi¢g3o do
periodo de morfogénese e divisao celular para o periodo de ex-
pansi3o das células ocorre gquando os cotilédones estio com peso de
matéria fresca entre 45-65 mg (estadio I). Neste estadio, a se-
mente ainda estada no inicio da matura¢c3do fisioldgica (Figura 2).
Esta ¢é 1ndicada pelo maximo de peso de materia seca da semente,
quando o conteddo de agua & menor do que 60% (TeKRONY et al.,
1979y o que possibilita uma melhor avaliag3o do comportamento
dos cotilédones em sistema de cultura. MILLERD et al. (1973) e
CARASCO et al. (1978) tém ressaltado que o uso de peso de materia

fresca de cotilédones & mais valido que a idade como critério pa-
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beta
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FIGURA 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e beta-

mercaptoetanol da farinha de cotilédones de s0Jja
(2Omg/ml) ., com diferentes idades de maturacio (peso

fresco). Foram aplicados 10ul de cada amostra.
Amostras. 1- 1@-20 mg; - 30-40 mg; 3- 45-55 mgj

4~ 7@—-80 mg3; S~ 85-95 mgs 46— 130-149 mg;s
7~ {60-170 mg; 8- 200-220 mgaj 9- Quiescente
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FIGURA 2 - Peso seco (1) e Percentagem do conteudo de agua (2) de

cotilédones de soja durante o desenvolvimento em casa-

de~-vegetac¢do.
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ra estadio de desenvolvimento. Sementes de Vigna unguiculata L.

com pesos frescos 1guals, embora idades diferentes, s3o similares
em multos aspectos fisiologicos (CARASCO, gt al., 1978). Basean-
do-se nesses resultados e em trabalhos anteriores (HAGA, 1982 e
MOSQUIM, 1989) foi1 escolhido cotilédones com pesos frescos va-

riando entre 40-55 mgy que © o0 peso praximo do minimo para cres-

cimento normal em cultura.

4.2 - EFEITO DA FONTE DE NITROGE&NIO.

4.2.1 - CULTURA DE COTILEDONES ISOLADOS

Inicialmentes fo1 feita uma avaliac8o do crescimento
dos cotiléedones nos sistemas de culturas, na presenga de trés fon-
tes de nitrogénios Glutamina (GLN), Asparagina(ASN) e Alantoi-
na(ALN) . Foram wutilizadoss além do tratamento sem nitrogé-
nio(S/N), o0s controles I dia zero e "in vivo”’. No primeiros o0Os
cotilédones foram analisados antes de serem colocados no meio de
cultura e no segundo o0s cot ilédones foram mantidos na planta du-
rante o periodo experimental de 7 dias e ent3o analisados.

As variacbes em peso de materia fresca, peso de mateéria
secas proteinas e aminoidcidos livres de cotilédones cultivados

2

‘in vitro” encontram-se na tabela 1 e figuras 3 e 4.
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TABELA 1: EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENID A0
MEIO DE CULTURA SOBRE PESO DA MATERIA SECA, TEOR DE

PROTEINAS E AMINOACIDOS LIVRES DE COTILEDONES IMATUROS
DE SO0JA CULTIVADOS POR 7 DIAS

TRATAMENTOS PESO SECo proteina A.A.livres
mg/cot mg/cot umol/cot
Dia zero© 9,7CH 1,60 1,248
S/N 20,3b 1,7b 0,708
GLN 28,02 5,78 12,01b
ASN 25,83 4,44 4,32¢
ALN 21,1b 2,3b 1,82d
IN VTVO3 27,04 5,38 1,309

@ —————— W ——— —- W — o — - e~ —— i o S T - -

(1) * As médias seguidas pela mesma letra nao diferem siguinifi-

cativamente entre s1,; pelo teste de Duncans ao nivel de S%

de probabilidade.

2) Yalores obtidos antes de colocar os cotiléedones no meio de
culturas
(3) Valores obtidos apds 7 dias de desenvolvimento dos cotile-

dones presos a planta.
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Pode-se observar que houve aumento de peso de matéria
fresca e seco (Figura 3) em todos os tratamentos gquando se compa-~
ra com © dia zero. O aumento em peso de materia seca foi maior
nos tratamentos com GLN e ASN, atingindo valores que se igualaram
estatisticamente aos dos cotilédones que se desenvolveram na
planta (”in vivo”). 0 crescimento dos cotilédones dos tratamentos
S/N e ALN foi1 semelhante, n3o diferindo estatisticamente e fo1
inferior ao dos tratamentos com GLN e ASN. 0O aumento em mateéria
seca obserwvado no tratamento S/N pode ser um reflexo da utiliza-
¢3o da sacarose do meio. Embora cotilédones cultivados em me1lo
sem nitrogénio tenham aumentado em peso de materia seca, niao foi
observado aumento em teor de proteinas em relagdo ao dia zero
(Figura 4). Isto confirma que proteinas n3o foram acumuladas e
sugere que este incremento em peso de matéria seca pode ter re-
sultado de um aumento em carboidratos e/ocu lipidios.

Guando GLN e ASN foram adicionados ao meios foi obser-
vado um aumento no teor de proteinas de cerca de 3 vezes, cOorres-
pondendo as concentragfes encontradas em cotilédones desenvolvi-
dos "in vivo”’. No caso de ALN, porem, n3o foi observado incremen-

to significativo no teor de proteinas em relac8c ao dia zero e

a0 tratamento S/N.

0 total de aminoacidos livres presentes nos cotiledo-
ness no final do periodo experimental diminuius em relagdo ao dia
zero e a0 tratamento “in vivo”,; quando os cotilédones foram cul-

tivados sem nitrogénio no mei1o de cultura e aumentou na sua pre-
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Efeito de diferentes fontes de nitrogénio no cres-
cimento de cotilédones imaturos de sojas cultivados

"in vitro” por 7 dias

Os tratamentos est3o descritos na Tabela 1.

Médias seguidas da mesma letra n3o diferem significa-
tivamente entre =31, pelo teste de Duncan, ao nivel de
S% de probabilidade.
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teor de proteinas e aminoacidos livres totais de coti-
lédones imaturos de sojas cultivados "in vitro” por 7

dias.

Médias seguidas da mesma letra nao diferem significa-
tivamente entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de

S% de probabilidade.
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senca. Entyetantos este i1incremento variou muito, dependendo da
fonte de nitrogénio suplementada. Quando GLN foi1 a fonte de ni-
trogénios O teor de aminoacidos totails foili 3 vezes superior aque-
le observado no tratamento com ASN. Esta diferenga n3o se deve
somente a presenca da GLN livres pois verifica-se que o teor de
todos 0os outros aminoacidos (Tabela 2a) superou aquele encontrado
quando a fonte de nitrogénio foi a ASN. Embora o aumento em teor
de proteinas nos cotilédones cultivados S/N (ca. 100 ug) n3o te-
nha sido significativo estatisticamentes foi compativel com o de-
crescimo do teor dos aminoacidos livres (ca.34 ug) quando compa-
rados com o controle dia zero.

A andlise do teor de aminoacidos livres (nmol/cot), de-
terminados por HPLC, dos cotileéedones isolados mantidos em cultura
(tabela 2a e 2b)s mostrou que no tratamento S/N houve um consumo
significativo de varios aminoacidoss um 3aumento em alguns, en-
quanto outros mantiveram seu nivel inicial em relagc3o ao dia ze-
ro. Destaca-se o consumo de ASN (87,9%), GABA (80,5%), e SER
(100%), o aumento em GLU de 2 vézes e o aparecimento de PHE quan-
do se compara com o controle dia zero.

No tratamento com GLN, o teor de todos os aminoacidos

aumentou s sendo mais acentuado o aumento de ARG (ca. 26x),
ALA (ca. 14%x) e GLU (ca. 11x), enquanto que com ASN como fonte de
nitrogénios 0% nivels desses aminoacidos aumentaram em mMenor pPro-
porcio (GLU-3,6x, ALA-1,3x), ocorrendo uma queda de 28,3% da ARG,
comparando—-se com. o dia zero. Nesse tratamento ocorreu ainda O

desaparecimento de SER, GLY e PRO embora o valor inicial ja n3o
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T4BELA

GLN

ASP

SER

GLU

GLY

ARG

ALA

GABA

PRO

VAL

PHE

(1)

(2

3)

Ca= AMINOACIDOS LIVRES DE COTILEDONES IMATUROS DE SO0OJA
CULTIVADOS "in vitryo” EM DIFERENTES FONTES DE NITRO-
BENTIO

7 JEOR DE  AMINOACIDOS (molwy
pre zero!  s/N GLN  ASN AN IN UTUOZ

42 4 4 @41 P43 7843 249 2444

nd 3 nd 39,7 nd 2,3 nd

2,8 3.4 2.2 1.2 15,0 1,9

254 nd nd nd 10,2 nd

b1 6 23,4 8,3 648 2446 30,3

546 740 1,2 nd 642 441

b+ 4 13,0 16,9 1,3 Ss1 293

P77 13,8 14,4 3.7 4,1 18,5

16,3 5,6 S, 4,3 17,8 8,6

1,8 b6+7 1,0 « 1 3,9 2,7

242 Ss7 1.9 1414 3.4 2+4

nd 4,9 nd nd nd nd

3,9 8s6 2,3 2+5 8,9 447

- —— - —— = _— —_— -~ - — — ———— " " T — - — - ——— - — o - - W —

Ambnia livre (NH3) foi1 detectada em todos os tratamentos,
alcangando um valor 19 vezes malor (em area) quando se
compara alantoina com o padr3o.

Ualores obtidos antes de colocar os cotilédones no meio de

culturas

Valores obtidos apoOs 7 dias de desenvolvimento dos coti-

ledones presos a planta.
nd = nao detectado
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TABELA #b: AMINOACIDOS LIVRES DE COTILEDONES IMATUROS DE SO0Jda

CULTIVADOS “in vitro” EM DIFERENTES FONTES DE NITROGE-

NIO.
T TEOR DE AMINOACIDOS ¢ nmolscot.)
AMIND mmmmmmm s o o e
ACIDOS DIA ZERD! S/N GLN ASN ALN IN VIv0®

nMOL/cot

ASN 526,90 63,7 1116,° 3382,0 S52.4 317,41
GLN nd3 nd 4770,4 nd 41,7 nd
ASP 3446 23455 2644.2 30453 27347 23,2
SER c?.4 nd nd nd 1862 nd
GLu 81,7 163,79 @342 29249 447 ,7 394,0
GLY 6944 5243 141,7 nd 11247 5346
ARG 78,9 20,8 2032,1 5646 2.5 32,1
ALA 120,8 ?64+8 1723,4 161,1 71+4 240,1
GABA 201,5 39,3 506,45 187,5 324,3 112,3
PRO 2246 46,9 124,9 nd 54,2 34,5
VAL 2647 40,1 228,42 45,4 6296 30,6
PHE nd 34,2 nd nd nd nd
ILE+LEY <1 1 nd nd nd nd
LYS 48,46 45044 27559 108,9 161,3 60,48

Obs.: AmOnia livre (NHg) foi1 detectada em todos os
alcangando um valor 10 vezes maior (em area)
compara alantoina com o padr3o.

1) Valores

tratamentos,
quando se

obtidos antes de colocar os cotilédones no meio de

culturas

(2) Valores obtidos apos

7 dias de desenvolvimento dos coti-
lédones presos a planta.
(3 nd = n3o detectado
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fosse alto. £ interessante observar que enguanto GABA aumentou de
3 wvezes no tratamento com GCLMNs houve pouca mudangca no tratamento
com ASN. Outra diferenca entre os tratamentos foi em relagiao ao

teor de ASP que aumentou apenas de 1,5 vezes no tratamento com
ASN enquanto gque com GLN esse aumento foi cerca de 8 vézes.

No tratamento com ALN, foi detectada GLN nos cotiledo-
nes., o que n3o foi observado nos outros tratamentos. a n3o ser
quando GLN estava presente no meio de cultura. Foi observado ain-
das queda no nivel de ASN (90%) e ALA (40,9%) e um grande aumento
de ASP (B8Bx)>s SER (ca. 6x)s GLU (5,35%) e LYS (ca. 3x). Embora ALN
n3o tenha sido uma fonte de nitrogénio eficiente para sintese de
proteinass de alguma forma serviu como fonte para sintese e/ou
interconversio dos aminoacidos livres. Amonia livre (NHg+) foi
detectada em todos os tratamentos, principalmente quando ALN foi
a fonte de nitrogénio, alcancando um valor 10 vezes maior (dados
ndo apresentados) quando se compara com o padrio.

Quando se analisa o teor dos aminoacidos livres dos co-
tilédones das diferentes fontes de nitrogénio com rela¢3o agqueles
desenvolvidos na planta ("in vivo'’)s pelo mesmo periodos observa-
se tambem diferencas significativas. A fonte que mais afetou os
niveis dos aminoacidos foi mesmo GLN onde o teor de todos 0s ami-
noacidos superou aqueles de sementes desenvolvidas na planta.
Quando a fonte de nitrogénio foi a ASN, enquanto ocorreu aumento
de GLU de 3,6 vézes e de ALA 1,3 vézes, quando se compara com O
dia =zeros observou-se que o aumento desses mesmos aminoacidos

(4,8x e Ca.CXs respectivamente) foi maior guando o0s cotilédones
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’

rresceram in vivo'”. GLY 2 PRQO foram totalmente metabolizados
nesse tratamentos enquanto "in vivo” ocorreu um consumo de apenas
de 22,8% de GLY e um aumento de 1,5 vézes de PRO. No caso de ALN
como fontes. observou-se que a sintese de ASP foi bastante estimu-
lada nesse tratamento (ca.8x) enquanto que nas sementes desenvol-
vidas na pPlanta esse aminoacido diminulu seu nivel em 27,2%. €
interessante observar aque SER n3o acumula em cotilédones cresci-
dos "in vivo’ e em nenhum dos tratamentos, porem na presen¢a de
ALN sua sintese e estimulada.

A malor quantidade de ASN, GLU e ALA no "“pool” dos ami-
noacidos de cotilédones crescidas “in viveo’s sugere que estes de-
vem estar ativamente envolvidos na sintese de proteinas de reser-
va durante o estadio de maturac3o das sementes. Isto € bastante
coerente uma vez que ASN e o aminoacido transportado em maior
abundancia e GLU e ALA s30 os principais aminoacidos envolvidos

em reacOes de transaminac3o e portanto o0s intermediarios na

transferéncia de N entre ASN e outros aminoacidos.

Para o calculo das massas moleculares aparentes das di-
ferentes subunidades das proteinas de reserva, por eletroforese
em gel de poliacrilamida com SDS e beta-mercaptoetanol (PAGE-
SDS), foram aplicadas amostras do extrato total liofilizado de
sementes quiescentes e padrdes de massas moleculares conhecidas
(Figura 5). @A partir da curva resultante (Figura 6), 3s massas
moleculares aparentes dessas subunidades foram os seguintes.:

alfa’ = B2 KDa. alfa = 76 KDas beta = 53 KDa, dcidas = 43 KDa e
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FIGURA S - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e beta-

mercaptoetanol (PAGE-SDS) de extratos liofilizados

(S mg/ml) de sementes aquiescentes de soja e padrdes

de pesos moleculares.

Amostras.

1,3,5- Extrato total de sementes quiescentess)
2- BSA; 4,4— padrdes (fosforilase b - 94 KDa,
BSA - 47 KDa, ovoalbumina - 43 kDa, anidrase
carbdnica - 30 KDa, inibidor de tripsina de

soja - 2041 KDa,
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Massas moleculares relativas das diferentes subunida-

des—das proteinas de reserva de soja determinadas por
PAGE-SDS
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34 KDa (A4 & Ap respectivamente) e Basicas (Ba) = 17 KDa. Anali-
sando-se dados da literatura. o©0s pesos moleculares das diferentes
subunidades das proteinas de reserva de soja est3o bem Pproximos
aos encontrados no presente trabalho. Esses valores variaram en-—
tre 74 e 83 KDa para a subunidade alfa’', entre 72 e 78 KDa para a
subunidade alfas entre 51 e 53 KDa para a subunidade beta, entre
37 e 45 KDa para as subunidades acidas e entre 17 e 22 KDa para
as subunidades basicas (MOREIRA, et al., 19793 BEACHY, 198035 MO-
REIRA et al., 19813 HOLOWACH et al., 19843 BRAY & BEACHY, 19833
EINSENBERG & MASCARENHAS, 19853 SATHE, 1991%.

As proteinas de reserva dos cotilédones cultivados “in
vitro” foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
com SDS e beta-mercaptoetanol (Figura 7). Nos cotiledones inocu-
lados no meio de cultura (dia zero, peso de materia fresca entre
40 e 55 mg) foram encontrados as subunidades alfa’' e alfa da fra-
¢c30 7S e uma menor quantidade das subunidades basicas da frag3o
11S (Figura 7). As subunidades acidas dessa fracao foram fraca-
mente detectadas e a subunidade beta n3o foi detectada na fragdo
76 nesse estadio. Durante o desenvolvimento dos cotilédones “in
vitro”y com ASN e GLN como fonte de nitrogénios, as subunidades
das proteinas de reserva da frag3o 7S foram sintetizadas com mais
eficiéncia do que nas sementes desenvolvidas na planta pelo mesmo
periodo. Pode-se observar na Figura 7 que a subunidade beta nes-
ses tratamentos foi sintetizada, enquanto que nas sementes desen-
volvidas “1n vive” apenas fracamente detectada. A sintese da su-

bunidade beta ocorreu mais rapidamente quando os cotilédones
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FIGURA 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e beta-

mercaptoetanol de extratos liofilizados (Smg/ml) de
cotilédones 1imaturos de soja mantidos em cultura com

diferentes fontes de nitrogénio. Foram aplicados 10 ul
de cada amostra.

Aamostras: 1- Dia Zevos 2- S/N3 3- ASN3 4~ GLN3 S- ALNjS

4

6= "In Vivo”s3 7- Quiescente.
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cresceram no mei1o de cultura do gque gquando se desenvolveram na
planta. As subunidades da frac3do 115 desses tratamentos acumula-
ram em comparacao ao dia zero, porem cotiledones crescidos em
presenga de GLN aparentemente acumularam malis subunidades acidas
do que com ASN, igualando-se aqueles crescidos “in vivo”.

Como foi observado anteriormentes ALN n3o & uma fonte
de N eficiente para acumulo de proteinas de reserva em cotiledo-
nes isolados crescidos "in vitro”. Isso foi confirmado quando es-—
tas proteinas foram analisadas por eletroforese. Pode-se observar
que aparentemente n3o ha diferencas no padr3o eletroforéetico des-
sas proteinas quando se compara com as do dia zero. Na presenca
de ALN n3o ocorreu sintese da subunidade beta e nem das subunida-
des acidas. Também n3o0 foi1 observado acumulo das subunidades al-
fa’ e alfa ocorrendo, aparentementes uma diminui¢do nas suas con-
centracoes. Por outro lado, embora ALN n3o tenha sido uma fonte
de N eficiente para sintese das proteinas de reserva, de alguma
maneira ela forneceu nitrogénio e/ou esqueleto carbdnico para ou-
tros finss J3a que nio ocorreus durante o periodo de cultivos de-
gradac3o das subunidades alfa’ e alfa da frac3o 7S, como observa-
da quando 0s cotilédones foram crescidos na auséncia de nitroge-
nio. Quando nitrogénio foi omitido do meio (Figura 7), 05 cotile-
dones foram induzidos a degradar suas proteinas de reservas pre-
ferencialmente as subunidades alfa’ e alfa, resultando, com 1550y,
aparecimento de bandas protéicas com massas moleculares menores.
Uma dessas bandas tem massa molecular aparente proximo a da subu-

nidade betas mas & uma proteina distinta da mesma, como sera de-
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monstrado poOsteriormente.

4.2.2 - CULTURA DE EXPLANTES.

Nesse sistema de cultura de frutos foram também utili-
zados como fonte de nitrogénio a GLN, ASN e ALN e 0os mesmos con-—
troles citados anteriormente.

As variacdes em peso de materia fresca , peso de mate-
ria secas Proteinas e aminoacidos livres das sementes de explan-
tes encontram-se na Tabela 3 e nas Figuras B e 9.

Como pode-se verificar (Figura B8)s houve aumento de pe-
sos da mat éria seca e fresca em todos os tratamentos em relag3o
ao controle (dia zero). 0 aumento em peso de matéria seca foi
maior no tratamento com ALNs chegando a superar aos das sementes
que se desenvolveram na planta. N3o foi1 observado diferenca si19-
nificativa entre os outros tratamentos (GLN, ASN,; e S/N) os quais
chegaram @a se igualar aos das sementes crescidas “in vive”’. A
malior contribui¢3o para o aumento de peso de matéria seca no tra-
tamento S/N  foi, provavelmente, dada pela sacarose do meio que
pode ter si1do translocada e transfonrmada em outros carboidratos
e/ou lipidioss Ja que O aumento no teor de proteinas foi inferior
s0s dos outros tratamentos. Este aumento de proteinas observado
no tratamento S/N pode ser devido a pré-existéncia de substdncias

nitrogenadas nos caules e vagens que foram translocadas para as
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TABELA 3: EFEITO DA ADICAO DE DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO AO

MEIO DE CULTURA, SOBRE PESO DE MATERIA SECA, TEOR DE
PROTEINAS E AMINOACIDOS LIVRES DE SEMENTES DE EXPLANTES
DE SO0JA CULTIVADOS POR 7 DIAS.

TRATAMENTOS peso secol proteina A.A.l1lvres
mg/2Cot mg/2cot umol/2cot
Dia zero® 15,59 146€ 3,52
S/N 41,4b 4,4d 1,0d
GLN 47 , 949 7,98 3,52
ASN 44,8Ab 7,88 2,7¢€
ALN 54,0C 9,9b 3,43
IN VIvo3 47,1ab 7,38 5,50
(1) Dentro de uma mesma colunas, as médias seguidas pela mesma

2)

3)

letra
de Duncan,

Valores

culturas

Valores obtidos apos

lédones presos a planta.

ao nivel de 5%

n3o diferem siguinificativamente entre sis pelo teste
de probabilidades

obtidos antes de colocar os cotilédones no meio de

7 dias de desenvolvimento dos coti-
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Medias seguidas da mesma letra n3o diferem significa-

tivamente entre s1, pelo teste de Duncan, ao nivel de

S% de probabilidade.
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sementes, Ja que segundo MOSQUIM (1989), caules & vagens aparen-—
temente n30 mobilizam reservas de carboidratos. Um fato interes-
sante a se registrar € que na cultura de explantes a ALN superou
a GLN e ASN na producdo de proteina, o que nio foi observado em
cultura de cotiléedones isoladoss onde a ALN foi uma fonte de ni-
trogénio ineficiente em relag3o0 as amidas. Estes resultados estio
de acordo com os trabalhos de THOMPSON et 3l1.(1977)s HAGA & SODEK
(1987) e MOSQUIM (1989).

Analisando-se sementes de explantes, independentemente
da fonte de N, o teor de aminoacidos livres (Tabela 3) aléem de
n3o atingir o teor encontrado "in vivo”, n3o acumulou como acon-
teceu com o sistema de cultura de cotilédones isolados. Nesse ca-
sos O sistema esta mais proximo do “in vivo”’, e a medida que
ocorre sintese dos aminoacidos estes est3o sendo utilizados pelas
outras partes do explante. Aléem dissos nos diferentes tratamen-
toss a quantidade de aminoac idos n3o supera aquela encontrada no
dia zeros Pelo contrario os niveis s3o até inferiores em alguns
casos. Quanto ao tratamento S/N, a queda no nivel de aminoacidos
livres pode ser explicada em Ffung3o do aumento do teor de protei-
nas. Este aumentos que foi aproximadamente 3 vezes maior do que o
controle, fol até muito super ior ao consumo de aminoacidos. Nesse
sistema de cultura, as fontes GLN e ALN , resultaram em niveis de
aminoacidos livres um pouco maiores do que ASN (Figura 9).

A analise de aminoacidos livres por HPLC das sementes
de explantes mantidos em cultura (TABELA 4 e 4a),; mostrou que no

tratamento S/N houve consumo de quase todos 0s aminoacidoss sendo
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de proteinas e aminoacidos livres totais de sementes
de explantes de soja cutivados “in vitro”.

Médias seguidas da mesma letra n3ao diferem significa-

tivamente entre <i, pelo teste de Duncan, ao nivel de
5% de probabilidade.
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mal1s signifilicativo para ASN que apresentou uma queda superior a
99% alem de ser o principal aminoacido no dia zero (68%). Outros
aminoacidos como ALAs SER e ARG também mostraram quedas bastante
acentuadass embora o0s valores 1iniciais ja fossem relativamente
baixos. PFPorems houve um aumento de GLY de 1,7 vézes quando se
compara com O controle dia zero. Nesse sistema de culturas, o teor
de ARG nao aumentou no tratamento com GLN como foi observado em
cultura de cotiledones isolados. A0 contrarios houve um consumo
de 53% em relacao ao controle dia zero. Esse aminoacido também
diminuiu (71,7%) quando ASN foi a fonte de nitrogénio. E interes-
sante observar que mesmo fornecendo ASN como fonte de nitrogénio
n3o ocorreu acumulo desse aminodcidos ao contrarios houve consumo
de S4,6%, equivalente ao consumo (60,0%) no tratamento com GLN
comparando—se com o dia zevo. No caso de ALN foi observado de-
créscimo de ASN (50,6%)s ARG (4842%) e ASP (47,0%) e um aumento
significante de GLU (ca. 3 X3y que foi equivalente aoc aumento ob-
servado (3s9 X) quando GLN foi a fonte de nitrogénio. 0O aumento
de GABA (70%) superou aquele observado nas outras fontes de ni-
trogénio quando se compara com o0 controle dia zero. Nesse sistema
de cultura n3o foli observado acumulo de ASP e nem foi detectada
GLN livre na semente como observado no sistema de cultura de co-
tiledones isolados no tratamento com ALN.

Amonia livre foi detectada em todos os tratamentos,

sendo ques nesse sistemas a liberagio foi maior no tratamento com

ASN.
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TABELA 4a: AMINOACIDOS LIVRES DE COTILEDONES DE EXPLANTES DE SO0OJA

MANTIDOS EM MEIO DE CULTURA CONTENDO DIFERENTES FONTES
DE NITROGENIO

TEOR DE AMINOACIDOS (MOLX%)

AMIND  —— m m o m e o e
ACIDOS DIa zerol!  s/N GLN ASN ALN IN VIvo®
ASN 67 59 13,2 o741 40,0 34,5 52,2
GLN nd3 nd nd nd nd nd
ASP 3,3 2,9 2,9 543 1,8 4,2
SER 4,0 nd 5,5 5,7 5,6 S,8
GLU 10,7 45,9 41,6 25,8 35,4 21,1
GLY 1,3 746 2,2 1,9 2,0 159
ARG 3,0 5y2 1,4 151 146 2,3
ALA 3,5 4,7 5,9 4,1 4,0 3,7
GABA 6550 11,3 756 10,3 10,5 5,0
PRO 1,0 4,8 1,8 1,3 1,5 1,0
VAL 1,5 4,2 1,5 1,6 1,1 1,4
PHE nd nd <1 151 nd nd
LYS 1,8 3,2 25 2,3 2,1 1,6

Obs.: Amonia fol1 detectada em todos os tratamentos, chegando a se
comparar a0 teor de ASN nos cotilédones crescidos em ASN e
aproximadamente dez vezes maior no tratamento S/N.

(1) Valores obtidos antes de colocar os cotilédones no meio de
culturas
(2? Valores obtidos apods 7 dias de desenvolvimento dos coti-

ledones presos a planta.
(3) nd = nao detectado
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TABELA

4b: AMINOACIDOS LIVRES DE COTILEDONES DE EXPLANTS DE SOJA

MANTIDOS EM MEIO DE CULTURA CONTENDO DIFERENTES FONTES
DE NITROGENIO

AMIND @ — e m e e e e e e
AC1IDOS DIA ZERO! S/N GLN ASN ALN IN VIVO®
ASN 237655 132,90 74849 1080,9 1173,0 2871,90
ASP 115,53 29,0 121,5 143,51 61,2 231,0
SER 140,90 nd3 192,55 153,°9 190,4 319,90
GLU 374,5 459,0 1456,0 69636 1203,6 116055
GLY 43,5 7649 7740 51,3 68,0 104,5
ARG 105,09 52,9 49,0 29,7 54,4 126,45
ALA 122,35 47 50 290645 110,7 136,59 203,35
GABA 21¢,0 113,090 264650 278,51 357,09 275,40
PRO 35,0 48,0 53,0 35,1 51,0 55,9
VAL 52453 42,0 S52.5 43,2 37,4 7750
PHE nd nd nd 2947 nd nd

LYS 6350 32,0 83749 6241 7154 88,0
Obs.: Amonia foi detectada em todos 0s tratamentos, chegando a se

1)

)

3

comparar a0 teor de ASN nos cotilédones crescidos em ASN e
aproximadamente dez vezes maior no tratamento S/N.

VYalores obtidos antes de colocar os cotilédones no meio de
culturas

Valores obtidos apos 7 dias de desenvolvimento dos coti-
lédones presaos a planta.

nd = n3o detectado

62




Quando se compara O teor dos aminoacidos livres das se-
mentes desenvolvidas na planta com os tratamentoss observa—-se que
o nivel de todos os aminoacidos nos diferentes tratamentos, com
exce¢3o do 3cido glutdmicos, n3o supera aquele observado nas se-—
mentes crescidas ’in vivo'’'. A diferenca mais notavel foi em rela-
¢c30 a ARGs onde 0 seu nivel decresceu nas diferentes fontes de
nitrogenio em relacd3o ao dia zZeros enquanto que na planta o seu
teor aumentou de 20,5S%.

As proteinas de reserva de cotiléedones de explantes fo-
ram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS
e beta-mercaptoetanol (Figuvra 10). Comparando-se os diferentes
tratamentos com o dia zero, pode-se observar que houve acumulo
das subunidades alfa’ e alfa das conglicininas (7S) em todos os
tratamentos. Este acumulo fo1 menor nas sementes crescidas sem a
fonte de nitrogénio. Nestas condigdes a subunidade beta so foi
fracamente detectadas enquanto que na presenca de uma fonte de
nitrogenios essa subunidade foi sintetizada a niveis comparaveis
com aquelas de sementes desenvolvidas na plantas durante o perio-
do experimental. Em relag3o as subunidades das glicininas (11S) o
acumulo em sementes de explantes foi menor comparando-se com 0sS
outros tratamentos. As subunidades acidas e basicas nas trés fon-
tes de nitrogénio, foram sintetizadas a niveis comparaveis aos
das sementes crescidas "in vivo”.

0 sistema de cultura de explantes mostrou-se bastante

eficiente wvara sintese de proteinas de reserva tendo como fonte

de nitrogeénio ALN, ASN e GLN.
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FIGURA 10— Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e beta-

mercaptoetanol de extratos liofilizados (Smg/ml) de
sementes de expl antes de soja mantidos em cultura com

diferentes fontes de nitrogénio. Foram aplicados 10 ul
de cada amostra

Amostras: i- Dia Zeros 2- S/N3 3- ALNj3 8- ASN; 5- GLN3

6~ "In Vivo’™ 3 7- Quiescente.
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4.3 - EFEITO DA FONTE DE ENXOFRE.

4.3.1 - CULTURA DE COTIL=DONES.

Neste experimento foili medido o efeito da adi¢3o de me-
ti1onina e/ou auséncia de sul fato no meio no crescimento de coti-
lédones 1solados de so0ja cultivados "in vitro”’. Em todos os tra-
tamentos GLN foi1 utilizada como fonte de nitrogenio.

Pelos resultados da tabela 5 e Figuras 11 e 12, pode-se
observar que 0s cotileédones cresceram em relag3o ao controle dia
zZero.

Comparando-se o0s outros tratamentos com o meio basico
(MB) pode—se observar que a suplementacio de MET favoreceu mais o
aumento do pPeso de matéria fresca (30% e 21%) do que o aumento em
peso de matéria seca (1é% e 13%). Isto pode indicar gque a suple-
mentac3o de MET aumentou a absorgio e reten¢3o de agua mais do
que o acumulo de matéria seca. NSo foi observada 1nibig3o do
crescimento quando MET estava no meio deficiente de sulfato (MB-
S+MET)s ao contrario houve aumento em peso de matéria frescas, pe-
s0 de mateéeria secas proteinas e aminodcidos livres relativos ao
meio basico. Isto demonstrou que metionina pode substituir sulfa-
to como unica fonte de enxofre e que o enxofre da metionina foi
provavelmente mais rapidamente incorporado em outros compostos do
que gquando enxofre na forma de sulfato. 0 mesmo foi observado em

cotiledones crescidos em me1o com sulfato suplementado com MET
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TaBELA 5: EFEITO DA ADICAD DE METIONINA NO MEIO DE CULTURA SO-
BRE 0O CRESCIMENTO, TEOR DE PROTEINAS E DE AMINDACIDOS
LIVRES DE COTILEDONES IMATUROS DE SOJA CULTIVADOS "IN

VITRO”.

TRATAMENT051 peso fresco pPeso seco proteina A.A.livres
mg/cot mg/cot mg/cot umol/cot

Dia zero 49 ,58% 13,9d 2,70d 0,75C

MB 283,0P 42,4c 10,34¢ 32,490

MB + MET 343,03 48,08 11,70b 54,873

(MB-S)+ MET 369,03 49,34 11,59b 54,983

MB - S 202,0c 30,60 4,433 34,39b

IN VIVO 83,0d 28,460 4,714 1,30¢

e . ——————— " ———— - —_— - - —— " " . " — . > W S T M S S i o o s

% Dentro de uma mesma colunas, as medias seguidas pela mesma le-
tra n3o diferem siguinificativamente entre si1s pelo teste de

Duncans ao nivel de S% de probabilidade.

(1) Dia zero(vide tabela 1)5 MB = meio basico contendo GLN como
fonte de nitrogénioj; MB+MET = meio basico mais metioninaj MB-
S+MET = meio basico sem enxofre mais metioninaj MB-S = meio

basico sem enxofrej "IN UIVUD”(vide tabela 1).
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FIGURA 11- Efeito da metioninma no crescimento de cotiledones 1ma-

turos de sojas cultivados “in vitro” por 7 dias.

Os tratamentos est 3o descritos na Tabela 5.
Médias seguidas da mesma letra n3o diferem significa-
tivamente entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de

S% de probabilidade.
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(MB+MET) . N3o foi observado diferencas estatisticas entre esses
dois tratamentos .

Cotiledones crescidos em meio deficiente em enxofre
(MB—-95) tiveram 71,4% do peso de matéria fresca e 72% do peso de
materia seca dos cotiledones crescidos com sulfato (MB). Neste
tratamentos 0 teor de proteinas decresceu de S57% em relagcdo ao
me1o basicOs mas ainda assim alcancando o teor de proteinas das
sementes desenvolvidas na planta pelo mesmo periodo.

Na determinac3o dos teores de aminoacidos livres to-
taiss a presenca de MET contribuiu para a sintese e/ou intercon-—
versio de outros aminoacidos. Este aumento ni3o deve-se somente a
presenca de MET livre nos cotilédones,s pois observando a tabela
bas pode—se notar que o nivel de todos os aminoacidos superou
aquele do meio basico. Como sera demonstrado posteriormente, a
subunidade beta das conglicininas (73) n3o foi sintetizada na
presenga de MET, e isto pode ter contribuido para o aumento do
teaor de aminoacidos livres. Na auséncia total de enxofre (MB-S),
apesar do teor de proteinas ter decrescido em relagdo aoc meio ba-
si1cos nao houve diferencas estatisticas no nivel dos aminoacidos
livres.

Pela analise dos aminoacidos livres por HPLC (Tabela éa
e b6b), pode-se observar que a fracdo de aminoacidos livres dos
cotilédones em meio basico n3o continha gquantidades detectaveils
de metionina. Entretantos, com a suplementagao de metionina ao
meio, sua concentracao aumentous indicando que esse aminoacido

fo1 rapidamente absorvido pelos cotiléedones em desenvolvimento.
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noacidos livres totais de cotilédones imaturos de so—
ja cultivados “in vitro” por 7 dias.

Médias seguidas da mesma letra n3o diferem significa-

tivamente entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de
'5% de probabilidade.
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£m todos os tratamentos,y, o nivel da maioria dos aminoa-
c1dos aumentou em relac3o0 ao dia zero. Porém, o baixo teor de GLY
e PRO observado no dia zero decresceu a nivelis nao detectaveils
nos diferentes tratamentos. mas acumulou em sementes desenvolwvi-
das na planta. Foi observado acumulo de GABA nos tratamentos em
que havia enxofre (MB e MB+MET), enquanto na sua auséncla, mesmo
suplementado com metionina, esse aminoacido fol consumido. A con-
centrac3o de muitos aminoacidoss especialmente ALA, LYS, SER, VAL
e GLU, aumentou com a presenca de Metionina (MB+MET e MB-S+MET).
0 aumento observado no teor de ARG em todos os tratamentos fo1
mais acentuado a medida que o5 cotilédones foram mantidos em au-
séncia total de enxofre. A auséncia de sulfato no meio PpProvocou
um aumento de 2,6 vezes (MB-S) e de 157 vezes (MB-S+MET) no nivel
de ARG, enquanto que com a simples suplementag3o de MET ao meio
basico esse aumento foli apenas de 9,1%.

Cotilédones crescidos em meio deficiente em enxofre
(MB-S) revelaram outros efeitos na composic3o dos aminoacidos 1li-
vres. Foili observado o aparecimento de SER, um aumento de 1,3 ve-
zes de LYS e um decrescimo de ALA (73,9%), VAL (35,6%) e em menor
proporgao de ASN (22,7%), ASP (946%) e GLU (8%), comparando-se
com o meio basico.

Como observado anteriormente,s, as subunidades das fra-
cOes 7S e 115 das proteinas de reserva de cotiledones cultivados
em meilio basico por 7 diass foram sintetizadas indistintamente das
subunidades sintetizadas em sementes desenvolvidas na planta,

quando comparadas por eletroforese em gel de poliacrilamida com
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TABELA 6a:l AMINOACIDOS LIVRES DE COTILEDONES IMATUROS DE S0JaA
CULTIVADOS “in vitro” EM PRESENCA E AUSENCIA DE ME-

TIONINA

7 TEom pe amInoscIDOS < moLm>
AMINO T T e e e e e e e e e
ACIDOS DIA ZERO MB MB+MET MB-S+MET MB-S IN VIVO
ASN 4641 Bs9 549 b2 693 10,3
GLN nd® 42,6 27,8 27,2 4151 nd
ASP 4,3 4,1 3.0 3.3 355 752
SER 4,8 ¢ 1 1,9 1,5 1,7 3,8
GLU 24,4 12,1 11,2 10,4 10,5 91,1
GLY 259 nd ¢ 1 nd nd 3.1
ARG 247 11,3 7493 11,6 27,3 3,2
ALA 259 13,0 18,0 17,6 3,2 3.6
GABA 3,7 1,6 1,95 nd 1 9.2
PRO 2sé nd nd nd nd 449
VAL 1,8 2,3 2.4 244 1,4 3.1
MET nd nd 1654 1546 nd nd
LYS 443 3,2 4,1 3,7 4,3 SIPR=!
Obs: Amonia livre (NH3) foi detectada em todos os tratamentos,

estando presente em malior proporcio nos controles dia zero e
"in wvivo'.

(1) Dia Zero(vide Tabela 1)3 MB=Meio Basicoj; MB+MET= Meio Basico
mais Metioninas MB-S+MET=Meio Basico sem Enxofre mais Metio-
ninasj MB-S= Meio Basico sem Enxofre; IN VIVO(vide Tabela 1).

(2Yy nd = n3o detectado
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TABELA ab: AMINOACIDOS LIVRES DE COTIL=DONES IMATUROS DE SO0JA
CULTIVADOS "IN VITRO” EM PRESENCA E AUSENCIA DE METIO-

NINA

T TEOR DE AMINDACIDOS (nMelseot.)
AMINO o e
ACIDOS DIA ZERD MB MB+MET MB~-S+MET MB-S IN VIVO
ASN 345,8 2891,46 3237 ,3 3408,8 2235,4 13643
GLN nd® 13840,7 15253,9 14954,46 14134,3 nd
ASP 32,3 1332,1 164641 1924,3 1203,7 ?3s6
SER 36,90 nd 1942,5 824,7 584,46 49,4
GLu 183,90 3931,3 6145,4 5717 4,9 3611,0 464,53
GLY 21,8 nd nd nd nd 40,3
ARG 20,3 3671,4 4005,5 6377 .7 ?388,45 41,6
ALA 21,8 4223,7 PR7 LA ECYEXE 1100,5 46,8
GABA 27,8 519.8 823,1 nd nd 67 56
PRO 19,9 nd nd nd nd 52,0
VAL 13,5 747 43 1316,% 1319.5 481,5 49,3
MET nd nd B?298,7 857649 nd nd
LYS 33,8 103%9,7 2249 ,7 2034,3 1547 .6 67 56

(1) Dia Zero(vide tabela 1): MB=Me1o Basicoj; MB+MET=Meio Basico
mais Metioninas; MB-S+MET= Mei1o0 Basico sem Enxofre mais Me-

tioninas MB-S=Meio Basico sem Enxofre; “In Vivo'’'(vide Tabela
1.

(2) nd = n3o detectado
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SDS e beta—mercaptoetanol (Figura 13). Quando o meio de cultura
fo1 suplementado com metioninas n30 ocorreu sintese a niveis de-
tectaveis da subunidade beta das conglicininas (75) durante o pe-
riodo experimental, mas nenhuma outra diferenca foi observada
nesses tratamentos (MB+MET ¢ MB-S+MET). Cotilédones mantidos em
ne1n deficiente em enxofre (MB—-S) acumularam todas as subunidades
das conglicininas (78) em razio similar ao ocorrido com cotiléedo-
nes crescidos na presenca de sul fato. Nesse tratamento as subuni-
dades acidas das glicininas(11%8) foram fracamente detectadas
quando comparadas com 0O mel1o basico.

Nos experimentos com cotilédones isolados sem fonte de
nitrogénio fo1 observado que as subunidades alfa’ e alfa foram
metabolizadas surgindo outras fraglOes protéicas com massas mole-—
culares aparentes proximos da <subunidade beta. Para melhor veri-
ficar esse fato, foi feito um experimento em que utilizou-se co-
tiledones com peso de matéria fresca de 50 mg onde a subunidade
beta nao estava presente (1gual aos experimentos anteriores) e
com peso de mateéeria fresca de 100 mg onde essa subunidade estava
presente. Foram feitos tratamentos com e/ou sem nitrogénio e me-
tionina (Tabela 7) para verificar se na presenca de MET mas na
auséncia de GLN as subunidades alfa’ e alfa eram preservadas.
Aléem dissos 0 experimento serviu também para verificar se a fra-
¢30 proteica proveniente da degrada¢3o dessas subunidades era
distinta da subunidade beta e ao mesmo tempos verificar se essa
subunidade € estavel na presenga de metionina. Foram feitas tam-

bem analise de peso de materia seca e proteinas nos diferentes
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FIGURA 13 - Eletroforese em ael de poliacrilamida com 5DS e beta-
mercaptoetanol de extratos liofilizados (Smg/ml) de

cotilédones imaturos de soja mantidos em cultura com

e sem metionina no meio. Foram aplicados 10 ul de ca-
da amostra.

Amostras: 1- Padr8es; 2— Dia Zeroj 3- MB3 4- MB+METS
S5- MB-S+MET; &— MB-S3 7- ”In Vive”’; 8- GQuiescente.
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tratamentos. Pode-se observar na Tabela 7 que na ausencia de GLN
(MB-N) ou na substituigcdo desta por MET (MB-N+MET) o0s valores de
pesos secos foram menores do que o observado para o meio basico
{MB)Y, na ordem de 2%:9% e 61 ,9%y respectivamente. 0 teor de pro-
teinas nestes dols tratamentos foi iguals porem foi menor em re-
lagic ao melo basico de aproximadamente 77%. A presenca de MET no
mei1o deficiente em nitrogémnio, parece interferir na sintese de
outros componentes do cotileédone, o que explicaria o maior de-
crescimo em peso de materia seca. Esses decréscimos foram meno-
res quando 0s cotilédones t inham peso de mateéria fresca inicial
de 10¢ mg. Com a adi¢3o0 de MET ao meio basico (MB+MET) os cotilé-
dones acumularam mais matéria seca e proteinas o que ja foi ob-
servado anteriormente.

Neste experimento foi confirmado por PAGE-SDS (Figura
14) a degradacdo das subunidades alfa’ e alfa da frac3o 7S na au-
séncia de nitrogénio, tanto nos cotilédones com peso de mateéria
fresca inicial de 5@ mg quanto naqueles com peso de matéria fres-
ca 1inicial de 100 mg, mesmo na presengca de MET. Pode-se observar
que as bandas proteéeicas que aparecem em consequéncia dessa meta-
bolizag3o <30 distintas da subunidade beta. Este fato foi mais
evidenciado quando esta subunidade ja estava presente nos cotile-
dones. Observando-se o controle dia zero na Figura 14, pode-se
notar que as subunidades acidas s3o também degradadas na auséncia
de nitrogénio no meio. Foi confirmada a inibig30 da sintese da
subunidade beta em presengca de MET, mas esta mostrou-se estavel

quando presentes nos cotilédones. Isto €y a MET n3o impede o acu-

75




fABELA 7: EFEITO DA GLUTAMINA E DA METIONINA SOBRE O CRESCIMENTO

E TEOR DE PROTEINAS DE COTIL£DONES DE SOJA EM DOIS ES-
TADIOS DE IMATURIDADE, CULTIVADOS "IN VITRO”.

Peso Fresco Inicial Peso Freeco Inicial
TRATAMENTOS? de S@mg/cot de 1@2mg/cot
Peso Seca  Proteimas  Peso Seco  Prateinas
mag/cot mgP/cot mg/cot magP/cot
DIA ZERO te,23%* 2,24¢ 35,49€ B,1439
MB 57 5500 12,91¢ 70,230 14,77€
MB-N 49,33¢ 2,819 55,23¢ 745443
MB-N+MET 21,90¢€ 2,989 44,114 8,623
MB+MET 67 4354 14,660 78,199 18,81P
IN VIVO 30,50d 7 ,14d - -

Obs: As medias seguidas pela mesma letra naoc diferem significa-
tivamente entre si1, pelo teste de Duncans ao nivel de 5% de
probabilidade.

(1) DIA ZERO(Vide Tabela 1)35 MB= Meio Basico contendo Glutamina
como fonte de Nitrogénio; MB-N= Meio Basico sem Glutaminaj
MB-N+MET= Meio Basico sem Glutamina mais Metioninaj; MB+MET=

Meio Basico mais Metioninaj; IN VIVO(Vide Tabela 1).
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FIGURA 14 - Eletroforese em gel de poliacvilamida com SDS e beta-
mercaptoetanol de extratos liofilizados de cotiledo-
nes 1maturos de soja (Smg/ml) mantidos em cultura com
ou sem nitrogénio e metionina. Foram aplicados 1@ ul

de cada amostra.

A - Cotiledones com Peso Fresco Inicial de 50 mg.

B - Cotiledones com Peso Fresco Inicial de 100 mg.

Amostras: Al- Dia Zeros A2- S/Nj A3- S/N+MET3 A4- GLN3S
AS- GLN+MET3 Aé6— "In Vivo”3; A7~ Quiescente.
Bl e B7- Quiescente3 B2- Dia Zeroj; B3- S/N
B4- S/N+MET3: BS- GLN3 Bé- GLN+MET.
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mulo da subunidade beta por aumentar a taxa de degradagao desta

subunidade .

4.3.2 - CULTURA DE EXPLANTES

No sistema de cultura de explantes, foi1 tambem analisado
o efeito da adic30 de MET e/ou auséncia de Sulfato no meio no
crescimento das sementes, durante um periodo de 7 dias.

Nao foram observadas diferengas marcantes no crescimen-
to e teor de proteinas entre os diferentes tratamentos, nesse
sistema de cultura (Tabela 8 e Figuras 1S e 16). 0 aumento obser-
vado em peso de materia fresca e peso de matéria seca com a adi-
¢330 de MET n3o foi significante. Houve acumulo de proteinas em
todos os tratamentos em relag3o ao dia zero. No tratamento em que
foi adicionado MET no meio houve inclusive um acrescimo de B,4%
em rela¢g3o ao meio basico. NOs outros tratamentos, mesmo na au-
séncia de enxofres; o teor de proteinas foi semelhante estatisti-
camente ao meio basico. Isto provavelmente se deve a presenga das
outras partes do explante que pode suprir essa auséncia de sulfa-
to pelo periodo experimental. OUOs resultados obtidos nos diferen-
teg tratamentoss em termos de peso/proteinas ni3o superou agueles
obtidos no controle “in vivo’ .

Com relag3ao a aminoacidos livres totais observou-se que

a adic3o de MET, tanto na auséncia como na presen¢ca de enxofre
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fABELA B: EFEITO DA ADICKO DE METIONINA NO MEIO DE CULTURA SO-

BRE 0O CRESCIMENTO, TEQOR DE PROTEINAS E DE AMINOACIDOS
_LIVRES EM SEMENTES DE EXPLANTES DE SOJA CULTIVADAS "IN

VITRO".
TRATAMENTOSi Peso Fresco Peso Seco Proteina A.A.livres
mg/2cot mg/2cot mg/2cot umol/2cot
Dia zero 107 43 * 26 48C 4,3C 4,28
MB 178,12 64,08 10,78 3,0b
MB + MET 203,08b 71 ,03D 11,6b 14,ed
(MB-S)+ MET 226,3b 75, 0b 10,53 15,3C
MB S 195,62 67 4y 0@ab 10,723 4,3a
IN VIv0o 180,09 652,02 11,3b 3,40
*AS med1as sequidas pela mesma letra ndo diferem siguinifica-
tivamente entre i, pelo teste de Duncans ao nivel de 3% de
probabilidade.
(1) DIA 7ZER0 <(vide Tabela 1)3 MB=Meio Basico contendo GLN como

fonte de N3 MB+MET=Meio Basico mais Metioninaj MB~-S+MET=Meio
Basico sem enxofre mais Metioninaj3 MB-S=Meio Basico sem enxo-
fre: IN VIVOD (vide Tabela 1)
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plantes de sojas cultivados “in vitro” por 7 dias.

Os tratamentos est3o descritos na Tabela 7.

Médias seguidas da mesma letra n3o diferem significa-
tivamente entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de
5% de probabilidade.
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FIGURA 16- Efeito da metionina saobre o teor de proteinas e ami-
noacidos livres totais de sementes de explantes de

soja cultivados ’’in vitro” por 7 dias.
Medias seguidas da mesma letra n3o diferem entre si,

pelo teste de Duncan, ao nivel de S% de probabilida-

de.
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acarreta aumento significativo no seu teor (Tabela 8). Na reali-
dade, este aumento nao se deve apenas a presenca de MET livre nos
cotiledones. mas a uma i1ndu¢d80 no acumulo de outros aminoacidos
(Tabela %al). E interessante observar que o teor de aminoacidos
livres totails no tratamento em MB decresce significativamente em
relagdo ao dia zeros 0 que nNnao acontece com o tratamento MB-G,
apesar deste fato ndo afetar a sintese protéica (Figura 16).

A analise dos aminoacidos livres por HPLC esta apresen-
tada nas Tabelas ?a e ?b. Pode—se observar que MET foi transloca-
da intacta ate o fruto acumulando nos cotilédones em quantidades
AHPYrRSS1IVAS chegando a representar o aminocacido mails abundante.
Devido a grande concentracao de ASN no controle dia zeros nesse
experimentos provavelmente os cotilédones langaram m3o desse
”pool” para a sintese e interconversio em outros aminoacidos. Po-
rem quando as sementes de explantes cresceram em wmeio basico
(MB), o consumo desse aminoacido foi maior (87,4%) do gque nos
tratamentos em que havia MET no meio (128,7% para MB+MET e 22,9%
para MB-S+MET). Na auséncia de enxofre (MB-S) esse decréscimo foi
de 72%. Apesar dissos ASP acumulou de 6,5 vezes com a adi¢3o de
MET e de 7 vezes com a substitui¢3o do enxofre por metionina em
relac3o a0 meio basico. Na auséncia de enxofre esse acumulo
foi de 144 vezes. Na presenca de MET ocorreu um acrescimo consi-
deravel no nivel de SER e ARG (Tabela 9a), enguanto que na sua
auséncia (MB e MB-S) o nivel desses aminoacidos decresceu em re-
lag3o ao dia zero. Esse decréscimo foi maior quando os cotilédo-

nes crescevram em MB (604 e 47% respectivamente). A presenga de
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faBELA a: AMINOACIDOS LIVRES DE SEMENTES DE EXPLANTES DE SO0JA
CULTIVADOS EM PRESENCA E AUSENCIA DE METIONINA

TEOR DE AMINDACIDOS (MOL%)

ACIDOS  DIA ZERO  MB  MBAMET | MB-S+MET  MB-S TN UIVO
ASN &7 16 11,9 1747 14,3 18,5 28,0
SLN nd< nd nd nd nd nd
ASP 1,¢& 223 342 3.3 293 4,0
SER 3.4 159 1446 1345 Cac 4,7
GLU 1252 52,1 13,5 1841 49,0 40,8
GLY 1,4 1,9 1:9 1,9 1,8 nd
ARG 253 147 443 2s7 143 1,2
THR C 1 nd < 1 ¢ 1 nd nd
AL A 253 3,3 742 5.2 140 344
GABA 3,1 18,45 647 652 14,7 11,7
PRO 145 3.2 nd 141 cs4 1,8
VAL 1.8 nd ¢ 1 nd nd < 1
MET nd nd 2643 2943 nd nd
LYS 2s4 3,1 3s6 247 345 345

Obs:Amdnia livre (NH3) fo1 detectada em todos os tratamentos, es-—

tando presente em malor Proporcio nas sementes mantidas em
me1o baslco.

(1) Uide Tabela 6
(2) nd = nio detectado
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fABELA ¢b: AMINDOACIDOS ULIVRES DE SEMENTES DE EXPLANTES DE SOJA
CULTIVADOS EM PRESENCA E AUSENCIA DE METIONINA.
T IEOR DE AMINDACIDOS (nMols2cot.s
AMIND —m === m oo e e e
aCIDOS DIA ZERO MB MB+MET MB-S+MET MB-S IN VIVO
ASN 2839%9.,2 357.0 247840 2187,9 79545 69,0
GLN nd® nd nd nd nd nd
ASP 59,4 6949 448,40 504,% 28,9 136,90
SER 142,8 5749 2044,0 206545 P4,6 159,8
GLU 512,54 1563,0 1890,0 27693 2107 ,0 1387 ,2
GLY 58,8 57,0 210,90 2%90,7 7750 nd
ARG P&, 6 51,0 &3040 413,1 64,45 40,8
THR nd nd nd nd nd nd
ALA 636 105,09 1008,0 795,56 172,09 11556
GABA 130,2 355,0 38,0 ?48,6 63251 397,8
PRO 6340 640 nd 1468,3 123, 61,2
vaL 7346 nd nd nd nd nd
MET nd nd 3682:0 4482,9 nd nd
LYS 100,8 93,0 504,90 413,51 1590,5 119250
1) Vide Tibela 6
(2) nd = nao detectado
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MET, mesmo na ausencia de enxofre, tambem favoreceu a sintese de
ALA, cujo teor superou aquele dos cotilédones crescidos em mMe10
basico. 8 1nteressante observar que LYSs um dos aminoacidos deri-—
vado do acido asparticos acumulou nos diferentes tratamentos en-—
quanto que em meio basico permaneceu praticamente 1gual ao dia
zero. 0O teor de todos 0% aminoacidos. com exce¢cdo da PRO, de se-
mentes crescidas na presenca de MET superou aquelie de sementes
crescidas em meio basico.

Analisando~se as proteinas de reserva por PAGE-SDS (Fi-
gura 17), pode-se observar que estas acumularam durante o periodo
experimental. Porem, quando o meio de cultura foi suplementado
com MET, ndo ocorreu a sintese da subunidade beta das conglicini-
nas (78) a niveis detectiaveis. A supressio dessa subunidades pode
aparentemente, ter alterado o teor relativo dos aminoacidos 1li-
vres. N3o foi observada diferen¢as entre as subunidades acidas e
basicas da fracdo 118 nesses tratamentos. A sintese das subunida-
des das proteinas de reserva em sementes de explantes de soja nao
foi afetada pela auséncia de enxofre no meio. Nesse tratamento
(MB-S) 4 aparentemente, a concentraciao da subunidade beta superou
aquela de sementes mantidas em MB.

Os resultados obtidos com cultura de cotilédones em re-
lac30 3 inibi¢3o da subunidade beta foram, portanto, confirmados
com o0 sistema de cultura de explantes, onde MET do meio foi
translocada pelos vasos vasculares ate as sementes, causando O

mesmo efeito.
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alfa
_l alfa

—-beta

-——* écidas

basicas

FIGURA 17 - Ele troforese em gel de poliacrilamida com SDS e beta-

mer captoetanol de extratos liofilizados (Smg/ml) de
sementes de exp lantes mantidos em cultura com ou sem

met ionina no meilo0. Foram aplicados 1@ ul de cada
amostra.

Amostras: 1- BSAs; 2- Dia Zeros 3- MB; 4- MB+MET;:
S5— MB-S+METs; &- MB-83 7- "In Vivo'3; 8~ Quiescente.
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4.4 - COMPOSICAO0 DE AMINOACIDOS DAS SUBUNIDADES DAS

PROTEXNAS DE RESERVA DE SOJA EM SEMENTES QUIES-
CENTES.

A composic3o de aminoacidos das subunidades das protei-
nas de reserva de sementes quiescentes esta mostrada na Tabela
1o.

Como €& tipico de muitas proteinas de sementess 0S resi-—
duos de GLU-GLN (GLX) e ASP—ASN (ASX) foram abundantes nestas
proteinas. Em relac3o aos outros aminoacidos, na frag3o 7S5 predo-
minam os residuos de SER, GLY, ALAs LEU e LYS e em menor propor-
30 ARG e VAL. As subunidades das conglicininas (73) diferem no
contedido de alguns aminoacidos. Na subunidade alfa’ o conteddo de
HIS e cerca de 3 vezes maior do que nas outras subunidades, na
subunidade alfa os residuos de PRO, MET, ILE, LEU e PHE predomi-
nam enquanto que a subunidade beta tem um mais alto conteddo de
ALA e LYS. A subunidade beta se destacou por possulr o nivel mais
baixo de MET.

A fracsSo 11S, além dos residuos GLX e ASX, e rica em
SER, GLYs ALA e LYS. Comparando-se os polipeptideos acidos e ba-
s1cos.s pode-se observar que o primeiro contém proporcionalmente
mais GLX e ASX, mas o Ultimo & mais rico em LEU, PHE e LYS. A
Histidinas um aminoacido essencial, predomina na subunidade A4

que, por outro lados POSSUl um menor conteudo de Metionina.
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fABELA 10: COMPOSICAD DE ~MINOaACIDOS DAS PRINCIPAIS SUBUNIDA-
DES DAS PROTEINAS DE RESERVA DE SEMENTES QUIESCENTES
DE S0JA. AS ANALISES FORAM FEITAS A PARTIR DE 1,9mg
DE EXTRATO LIOFILIZADO

AMINO 7 S 11 S
aCIDOS  -—------mmmmmmmmmm——m— e e e
alfa’ alfa beta Ay Ap Ba
MOL %
ASX 11,1 B+3 12,7 B49 P93 1044
GLX 2346 19,8 17 .8 1642 19,8 13,4
SER 847 636 ?.3 1052 8.9 8.7
GLY 799 651 Bs& 1843 14,6 11,5
HIS 3,5 0,9 1,3 2s1 1.4 1,1
ARG 452 SPY-) 5.7 3 b 4,9 345
THR 257 2.1 3,2 4,1 4,2 4,2
ALA 549 347 P43 8,8 10,1 10,5
PRO 350 549 242 4,1 3,2 254
TYR 236 343 341 248 24 249
VAL 444 346 446 3.2 3.8 35,0
MET 0,6 1,2 2,3 1,90 1.2 1,4
CYs nd nd nd nd nd nd
ILE 3.7 5.8 356 3.3 3,1 3,9
LEU 654 @9 648 b9 446 748
PHE 347 547 257 2,2 2,4 4,8
LYS 37 753 843 &sc 3.8 846
nd = n3o detectado
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5 - DISCUSSAO GERAL

Estudos de sintese de macromoléculas e acumulo de pro-
dutos de reserva em sementes S30 mals facilitados quando empreen-
4idos “in wvitre’ do gue “in vivo’'. A 1ntroduc3o de compostos cha-
ves desses pProcessoss a definicio e controle das condigles am-
bientals @ wvarliagbes experimentals sao todas mais facilmente con-
seguldas sob circunstancilas pPreé-—-estabelecidas. Entretanto, o va-
lor experimental de sistemas de cultura e dependente da extensao
pelo aqual o crescimento e o desenvolvimento "in vitro” simula
aquele “1in situ’”.

Pelos resultados apresentados no presente trabalho po-
de-cse wverificar que os dois sistemas de cultura utilizados s30
v1avels para esses estudoss apesar de algumas limitacdes no sis-

tema de cultura de cotiledones 1isolados.

S.i~ EFEITO DA FONTE DE NITROGENIO

As principals formas de transporte de nitrogenio para a
sintese de proteinas de reserva em sementes de soja em desenvol-
vimento S30 a asparagina(ASN) e ns ureideos alantoina(ALN) e aci-

do slantoico(aLC).  Entretantos nesse trabalhos glutamina (GLN)

89



MO OU—Se 1tgualmente eficlente a ASN como fonte de nitrogeéenio
(Tabelas 1 e 3 para ambos os sistemas de culturas que mostraram
rer concentracaoes de proteinas comparavels as de cotilédones
crescidos “1in vive’. Porém, comparando-se 0SS i1ncrementos relati-
vos dos teores de proteinas nos dols sistemas de culturas consi-
derando-se O aumento de proteinas no tratamento sem nitrogénio no
caso de cultura de explantes. pode-se notar que o0 aumento real
aquando a fonte foi1 GLN, foi mai1or em cultura de cotiledones 1so-
lados (£250%) do que em cultura de explantes (219%)s enquanto aque
ASN como fonte de nitrogenio foi mails eficiente em cultura de ex-
plantes (213%) do que em cultura de cotiledones (169%). Esses re-
sultados S3o os esperados se comparados com dados da literatura
(THOMPSON et al.s 1977, SKOKUT et 2al..1982, COKER e SHAE-
FER.1985, HAGA e SODEK,1987, WETTLAUFER e OBENDORF, 1991 e MOS-
QUIM e SODEK, 1991).

Em sementes de ervilha cultivadas "in vitro”, ndo houve
diferenga no aumento do teor de proteinas gquando as unicas fontes
de nitrogénio foram GLN ou ASN (LEA et al., 1979). MISRA e O0OAKS
(1985) mostraram que quando GLN radioativa foi injetada no endos-
perma de graos de milho cultivados “in vitro”’, a radicatividade,
apos 7 diass estava distribuilda entre aminoaci1dos, pProteinas, e
ami1do, 1ndicando wuma alta capacidade da GLN para conversao em
aminoacidos e consequente 1nNCoOrporagan em proteinas de veserva.
Fste fato foi tambem observado em sementes i1soladas de Ricinus

2

communis L. cultivadas “in vitro”, onde um mais alto conteuddo de

proteinas total1s fol1 obtido aquando GLN foi1 a unica fonte de ni-

a0



rrogenio. PoOr outro lado, em sementes 1noculadas em meio contendo
ASN  como unica fonte de nitrogénio, o teor de proteinas foi sig-
nificativamente 1inferior ao controle e ao do tratamento com GLN
(AZARKOVICH e SOBOLEV, 1990).

Em relagao a ALNs @m cultura de cotiledones 1s0l1ados,
veri1ficou—se que sua eficiéncia em promover crescimento e acumulo
die proteinas fol1 bastante 1nferior a ASN e GLN. Porems em sistema
de cultura de explantes, a ALN superou as outras fontes de nitro-
genios tendo um 1ncremento de 344% no teor de proteinas. A alta
eficiéncia da ALN no sistema de cultura de explantes e a auséncia
de ureildeos nos cotiledones (MOSQUIM,1989), mesmo em plantas no-
duladas (GOMES e SODEK, 1984), reforgcam as evidéncias de que ’'in
s1tu” os ureideos sdo degradados dentro do tegumento ou vagem e O
nitrogénio resultante e convertido em GLN que depois e transloca-
do para a semente (RAINBIRD et 2l.,1984, HSU et al., 1984 e COKER
e SCHAEFFER, 198%5). Resulitados semelhantes foram encontrados em
caupl (Vigna unauiculata) por ATKINS et al., (1982), onde wurei-
deos marcados foram recuperados em malores proporgdes no caule e
pecioloss 1ndicando estocagem preferencial de alantoina. Peduncu-
los tambem aparentemente s8o sitios de estocagem de ureideoss PO-
réems em tecidos das vagens fo1 verificado um i1ntenso metabolismo
para outras formas de solutos, sugerindo que uma das funcOes das
vagens e metabolizar ureldeos e transferir o nitrogénio para as
sementes na forma de outros compostos.

Entretanto, WETTLAUFER e OBENDORF (19?91) trabalhando

com cultura de vagens 1soladas de s0J)a mergulhadas diretamente no
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meP1O oObserwvaram qQue a alantoilna ou o acido alantoico nd3o substi-
tuem 3as amidas GLN ou ASN. como unica fonte de nitrogenio. Tail
fato sugere que 0 menor crescimento das sementes se deva a redu-
Zida absor¢3do e o reduzido metabolismo dos ureideos pelas vagens.
e fato, ureideos que sao transportados dentro dos tecidos das
vagens a0 metabolizados mais vagarosamente do que ureideos que
330 transportados dentro dos tecidos das tolhas, peciolos e cau-
les (RAINBIRD et al.s 1984).

e resultados do tratamento sem fonte de nitrogénio
(Tabela 3. sugerem que ocorreu uma intensa mobilizacio de nu-
trientes das diferentes partes do explante para as sementes, Ja
que houve um 1ncremento de 2,8 mg de proteinas por semente nesse
si1stema de cultura. Isto foi1 confirmado por MOSQUIM (198%9) e
STASWICK (1989) que verificaram uma queda do teor de proteinas
das wvagens em cultura e durante o desenvolvimento das sementes
"in wvivo'. respectivamentes 1ndicando que proteinas de reserva
vegetativa contribuem significativamente para o "pool” de nu-
trientes que 530 transportados para as sementes. Este fato e re-
forcado pelo sistema de cultura de cotiledones 1soladoss onde o
teor de proteinas nd3o aumenta em relag3o ao controle dia zeros na
auséncia de nitrogénio no meio (Figura 4). Apesar de nio ocorrer
sintese de proteinas, fo1 observado aumento em peso de matéria
seca indicando aue cotilédones de soja sio habeis em utilizar sa-
carose do meio como fonte de energia & COmMO Precursor para sinte-
se de outros componentes celulares. MADISON et al. (1981) verifi-

caram que dquando sacarose foi1 omitida do mel1os 0s cotiledones de
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503}a Crescevram pouco e as proteinas nao foram degaradadas. Porem,
gquando GLN fo1 omitida, 0s cotilédones de soja foram i1nduzi1dos a
degratar =1as prnreinas de reserva e atingiram um peso final duas
vezes mal1o0ry do que cotilledones 1ncubados sem sacarose. £m con-
rraste, cotiledones 1solados de ervilha cresceram muito mais na
auséncia de sacarose do que na ausencila de uma fonte de nitroge-
nio 'MADISON et al.., 1981), porem o 1ncremento de proteinas por
orgao (3.@4 ma/cot.) foir ate superior ao encontvrado em sementes
de explante de soja (Tabela 34 LEA et 3l., 1979).

A metabolilizacdo das proteinas de reserva na auséncia de
nitrogeni1o0 no meio foi1 melhor evidenciada quando analizadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 7). Pode-se obser-
var que no sistema de cultura de cotilédones 1solados as subuni-
dades alfa’ e alfa das conglicininas e as cadeias acidas das gli-
cininas foram preferenclalmente metabolizadass endquanto que a su-
bunidade beta das conglicininas e as cadeias basicas das glicini-
nas nao foram aparentemente afetadas durante o perio0do experimen-—
tal de 7 dias. Este processo fol1 melhor evidenciado em cotiledo-
nes com pes0s frescos 1niclais de 100 mg (Figura 14), em que se
observou nitidamente a degradac3o das subunidades aifa's alfa e
acidas e o aparecimento de alguns polipeptideos com pesos molecu-
lares menores do que as subunidades alfa’ e alfa. Vale ressaltar
que este metabolismo diferenciado das subunidades das proteinas
de recerva de soja foi tambeéem observado durante o processo de
germinaciao. 0 conteudo das cadelas acldas decresceu a partir do

32 dias enquanto que ndo houve decrescimo aparente das cadeias
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nasicas das 9li1cilninas ate apas 8 dias de germinacao. 0 mesmo foi
observado nos polipeptideos das conglicininas onde ambas as subu-
nidades alfa’ e alfa desapareceram completamente ate o 62 dias
enquanto nenhum declinio no teor da subunidade beta foi1i notado
antes de & dias de germinacao (WILSON et al.s 198635 QI et al.s
1792) .

£ importante salientar que, na realidadey, a estrategia
alternativa utilizada pelos cotiléedones em cultura para se adap-
tarem a careéncila de nitrogéni1o, e analoga a0 que ocorre normal-
mente durante O Processo germinativo, ou seja ha uma metaboliza-
30 diferenciada entre as proteinas de reserva, tanto em relagao
ao tipo de proteinas a ser metabolizada preferencialmentes como
em relagio ao tempo de metabolizagcio das mesmas.

E 1nteressante ressaltar que em situagdes desfavoraveis
(auséncia de nitrogénio, nos dois sistemas, e ALN no caso de cul-
tura de cotilédones) a subunidade beta n3o foi1 sintetizada a ni-
vels detectavels (Figura 7 e 1@). A sintese e estabilidade da su-
bunidade beta e nitidamente diferente das alfa’ e alfa no eixo e
cotilédone durante o desenvolvimento (LADIN et al., 1987) e os
niveis de mRNA e proteina da subunidade beta si3o afetadas por
acido abscisico (BRAY e BEACHY, 1985), tratamento com metionina
(HOLOWACH et al.,1986) e’ stress” nutricional (GAYLER & SYKES,
1985) em cotiledones desenvolwvidos em cultura.

Por outro lados a comparagao das proteinas de reserva
de cotiledones cultivados "in vitro”, nos dois sistemas, na pre-

senga de GLN ou ASNs com as proteinas de sementes mantidas na
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mlanta pelo mesmo tempo e sementes maduvas (Figuras 7 e 10), nao
revelou d1ferencas qualitativas entre elas. Porems, em termos

quantitativos, a subunidade beta das proteinas de sementes culti-

7

vadas in wvitro’ foi1, aparentementes, mals rapidamente acumulada
do que em Sementes equlivalentes crescidas 'in vivo’. Como semen-
tes de soJa mostraram uma expressio temporal e espacial dos mRNA
que codificam as diferentes subunidades das conglicininas (LADIN,
et al.,1987), pode-se inferir, entdo, que em cultura o mRNA da
subunidade beta fol1 mailis rapidamente acumuiado do aue “1n vivo'.
Fo1 tambem observado para cotiledones de ervilha em culturas que
05 teores dos mRNA que codificam as proteinas de reserva (legumi-
nas e vicilinas), foram maiores do que naqueles crescidos direta-
mente na planta (YANG, et 3l .s1990), confirmando assims O mMaior
teor de legumina e vicilina encontrado por DOMONEY et al. (198@)
em cotiledones cultivados "in wvitro”.

Em endosperma de mamona cultivados "in vitro”, GLN fo1
mais eficiente, em termos quantitativos, na sintese das dife-
rentes subunidades das proteinas de reserva do que ASN, nio
ocorrendo diferencas em relacdo as proteinas de sementes que
amadureceram na planta (AZARKOVICH and S0OBOLEV. 1990).

Como relatado anteriormentes; a ALN apesar de nao ter
si1ido uma boa fonte de nitrogénio para sintese de proteinas em
cultura de cotilédones (Tabela 1 e Figura 7))y 0% primeiros pPassos
do metabolismo de ureideos devem ter funcionado com bastante efi-
ciéncias 12 ques como obserwvado por TONIN (1988), n3io houve acu-

mulo de ureideos. Isto esta de acordo com o aumento na atividade
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4a Alantoinase, durante o peri1odo de i1ncuba¢so (TONIN, 1988). Em-
nora AN tenha s1do utilizada no si1stema, 0S caminhos metabolicos
sequidos nao resultaram na formagdo de aminoacldos como observa-
do para as outras fontes de nitrogénio (Figuvra 4), mas sim num
acumulo de NHz* (dados ndo mostrados), o0 que justificaria o baixo
increment o no teor de proteinas. Por outro lados, HAGA e SODEK
(19879 observaram que a sintese de proteinas a partir de ALN foi
rotalmente inibida em presen¢a de MSO (Metionina Sulfoximinal,
sugerindo um envolvimento da amonia como intermediario da sintese
de GLN wvia Glutamina Sintetase. 0 acumulo de NHz" Juntamente com
o efeito de MSU sugere que esta via de incorporacao funciona pre-
cariamentes levando ao baixo aproveitamento de ALN como fonte.

Foi1 observado tambem (Tabela 2b) que o0s niveis de al-
guns aminoacidos, principalmente ASP, SER, GLU e LYS, aumentaram
nos cotilédones neste tratamento, supostamente por conversio da
ASN enddgena que decresceu em 90% em relacdo ao controle. A enzi-
ma asparaginase fol detectada em cotiledones e tegumentos de fru-
tos de soja em desenvolvimento por GOMES e SODEK (1984) e em cul-
tura de cotilédones isolados na presenca de ALN por TONIN e SODEK
(1990) .

A0 contrarios no sistema de cultura de explantes, a
sintese de aminoacidos a partir da ALN deve ter ocorrido com efi-
ciéncia Ja que houve formac3o de altos niveis de proteinas, e O
teor de aminoacildos livres totails nao foi diferente do controle
dia =zevros e bem maior do que no tratamento S/N (Figura 9). Essa

metabolizac3o dos ureideos foi1 tambem evidenciada por MOSQUIM
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t 1989 quandao verificou que nas diferentes partes do explante
(cauley vagens e tegumento’)s alem do aumento de proteinass 0s

tepres de aminoacldos livres permaneceram constantes em relacdo

’

ao controle “in situ”’. Isto sugere um metabolismo i1ntenso e/ou
mobi1lizagdo dos aminoacidos nas diferentes partes do explantes o0s
quals SA0 enviados ans cotiledones para biossintese de proteinas
de reserva. PEOPLES et al.(19835) acompanhando o desenvoivimento
de sementes de VYigna unguiculatas observaram que o catabolismo de
ureidens OCOrreu principalmente nas vagens e tegumentos 2 que es-
tes dltimos liberaram nitrogé€nilo para as sementes principalmente
como HISs ARG, GLN e ASN.

Embora existam controveérsias a respeito da utilizag3io
de ureideos, parece evidentes pelo ja exposto, que o nitrogénio
liberado e preferencialmente 1incorporado para formacao de GLN.
Reforca este fato a composic3o de aminoacidos de sementes de ex-—
plantes aques no geral, & bastante semelhante gquando GLN e ALN s3o
utilizados como fontes de nitrogénio (Tabela 4a). Além dissos com
ALN como fonte nitrogenadas foli encontrado quantidades substan-—
ci1ai1s de GLN no caules vagem e tegumento (MOSQUIM e SODEK.s 1992).

Foram observados tambem alguns efei1tos contrastantes

no “pool’ de aminoacidos livres entre os dols sistemass ho tra-
tamento com ALN. Enquanto que em cultura de explantes o teor de
ASP nos cotilédones decresceu em 47% e ALA aumentou em 10%, em
cultura de cotiledones 1solados ASP aumentou B vezes e ALA de-
cresceu em 41%. 0 teor de SER tambem aumentou em propor¢cOes bas-

tante elevadas (46 vezes) em cotiledones 1solados.
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Comparando-se a efici1éncia das amidas como fonte de ni-
trogénio para sintese de aminoacidos livres, pode-se verificar
ques em cultura de cotiledoness GLN f01 bem malis eficiente do que
ASN (Figura 4). A mals baixa eficiéncia na utilizagdo da ASN pro-
vavelmente n3ao esta relacionada com as atividades das principals
enzimas envolvidas no metabolismo das amidas (ASNase, GOGAT, GS).,
uma vez ques TONIN (1988) veriticou que essas atilvidades aumenta-—
ram durante O periodo de cultura.

fstudos mals detalhados tentando elucidar a metaboliza-
¢30 do N amidico e aminico de ASN e GLN em cotilédones de soja em
cultura, foram realizados por SKOKUT et al.(1982). De acordo com
O0s autores 0Ss nitrogénios da ASN foram utilizados com um grau di-
ferente de especificidade enquanto que os nitrogénios da GLN fo-
ram 1ndiscriminadamente 1incorporados em proteinas. Durante os
primeiros sete dias de cultura com ASN como unica fonte nitroge-
nadas O N aminico contribuiu com aproximadamente duas vezes mals
nitrogénio pPara sintese de proteinas do que o N amidzco.‘ Eles
atribuiram este fato a reduzida atividade das enzimas que assimi-
lam amdn1la nos tecidos dos cotiléedones. Entretanto, HAGA & SODEK
(1987) wverificaram que amoOnla CausoOu uma pequena reducao na uti-
tizagio da ASN, possivelmente por um efeito mais especifico. Uma
possibilidade & a inibic3o da ASNase pelo produto final (”feed-
hack”) como sugerido por SODEK et al.s(1980). A esse respeito,
fo1 observado em noss0oS experimentoss um malor acumulo de amonia

livre no tratamento com ASN (4 vezes) do que com GLN (dados nao

mostrados) . Pelo expostos a menor eficiéncia da ASN em relag3dao a
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BN deve—ses provavelmente, a efeitos multiplos, uma vez que, se
as enzimas de assimilacdo de amonia nao estdo com suas atividades
Aatimas esta acumula causandos consequentemente, 1nib1¢ao da aspa-
raginase.

# lnteressante observar gue ALA e ASP acumularam em ni-
vels bem superiores em presenga de GLNs alem do acumulo de ASN,
que nio e observado nos outros tratamentoss a Nao ser quando este
{01 adicionado ao mel1o (Tabela 2b).

] ac1do aspartico pode ser derivado diretamente da ASN
ou por rea¢adao de transaminacio como por exemplosatraves da enzima
alutamato—oxaloacetato transaminase que cataliza a 1nterconvers3o
entre glutamato e aspartato (GIVAN,1980). A alanina (ALAJ) por sua
vezs pode ser derivada do aspartato por uma rea¢ao de descarboxi-
la¢3o, embora seja menos comum do que a transamina¢gao via acido
pLruviCcO (BRYAN,1980). Foi1 mostrado aindas que em ervilha o ni-
trogénio da ALA pode ser derivado diretamente da ASN, possivel-
mente poOr transaminagcao (BAUER et 2l.,1977). Por outro lados o©
acumulo de ASN poderia ser explicado pela i1nibi¢3o da asparagina-
se em presenca de GLN, como observado por TONIN e SODEK (1990),
em cultura de coltilédones 1solados.

No sistema de cultura de explantes, o teor de ALA tam-
bem aumentou (70%) no tratamento com GLN. embora em menor exten-
SA0 s enquanto que no tratamento com ASN houve pouca variagcao. Em
ralac3o ao teor de ASP, ocorreu a logica esperada, 1sto e, acumu-
lou mal1s em presenga de ASN. Um dos efeitos mais 1nteressantes

fo1 em relacdo a ARG cujo teor aumentou 26 vezes no tratamento
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~om UGLN em cultura de cotiledones 1soladoss enquanto que em ex-
plantes o teor de ARG decresceu em todos 0s tratamentos em per-—
crentuals bastante semelhantes. Provavelmente esse efeito foi1 oca-
s10nado diretamente pela GLNs Ja que em explantes glutamina nao
fo1 encontrado nos cotiledones em nivels detectaveis (Tabela 4a).

Sabe—-se que arginina € um i1mportante composto de esto-
cagem temporaria de nitrogenio em multas plantas superioress de-
sempenhando um 1mportante papel na economia de nitrogénios O
quals pPOsSteriormente. deve ser usado para sintese de outros ami-
noacidos durante o desenvolvimento da semente (DILWORTH & DURE
[11, 19785 THOMPSON, 1980, DE RUITER e KOLLOFFEL, 1982 e 1983,
THORNE , 1985 e MICALLEF & SHELP, 198%9c). Evidéncias sugerem que
este aminoacido e sintetizado a partir de GLU via acetilglutamato
e ciclo da urea (MORRIS e THOMPSON, 19773 DE RUITER e KOLLOFFEL,
1982, THOMPSON, 1980 e MICALLEF & SHELP, 198%9b). Portanto, 0s re-
sultados obtidos estdo de acordo com a literatura, onde GLN foi
convertida em ARG a partir de GLU,s como uma maneira de estocar o
excesso de nitrogénio.

Embora MICALLEF e SHELP (198%a,b) tenham relatado que
ARG e ASN predominaram no “pool” de aminoacidos livres durante o
desenvolvimento da semente de soja “in vivo” ateée 58 dias apos a
antesess isto n3o esta de acordo com os dados apresentados nas
tabelas & e 4, onde "in vivo” o segundo aminoacido predominante
fo1 GLUs mesmo quando os cotilédones tinham pesos frescos em tor-
no de 45mg,s que equivale a aproximadamente £20-25 dias apds a flo-

ragao. HSU et 31.(1984) mostraram que toda GLN +o1 convertida a
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GLU entre o tegumento e o0 apoplasto do embri3o em razd8o equimo-—
lar, SendoO este o principal aminoadcido liberado para o embri3o,
durante o desenvolvimento da semente. Foi1 observado tambem, por
MURRAY (1983) e MURRAY & CORDOVA-EDWARDS., 1984) em cotiledones de
ervilha em desenvolvimento, que GLN decresceu em favor do aumento
de GLU e ARG (24-25 dias apos a anteses) e que ARG n3o foi detec-
rada a partir de 31 dias apos a anteses ate cotiledones maduros.
Uma outra exPlicagao para a discrepancila encontrada na literatura
sobre o nivel de ARG pode estar relacionada com problemas na ana-
lise de aminoacidos. Alguns aminodacidos sao eluidos juntos ou
proximos sendo necessario o emprego de diferentes pHs.

0 teor de acido aminobutirico (GABA), um aminoacido nao
proteicos tambem aumentou (3 wvezes) no tratamento com GLN em cul-
tura de cotiledones isolados. Esse aminoacido e sintetizado por
descarboxila¢3o do glutamato pela enzima glutamato—-i-carboxilase
(SATYA NARAYAN e NAIR, 1990).

Altos niveis de GABA encontrados em muitas plantas s3o
ocasionados POvr uma variedade de condi¢bes. Acumulo passivo de
GABA tem <1i1do observado em plantas em resposta a ’stress” am-
bientals tals como anaerobloses balxa temperatura e manipulacgio
fisica (WALLACE et ml., 1984) ou =adigao de ambnia, OGLN (KISHI-
NAMI e O0JIMA, 1980, KISHINAMI ;1987) e auxinas (KISHINAMI, 1988).

Um dos papeils atribuidos a este aminoadacido e o de agir
como um COMPOSto transportador de nitrogénios uma vez que esta
presente em quantidades signil ficativas no total de nitrogénio so-

luvelis no ftloema de muitas plantas, particularmente soja (SATYA
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NARAYAN e NAILR,199Y0). A conversidao de GLU a GABA em plantas supe-

riores e favorecida quando a conversao de GLN a GLU e 1mpedida,
quando ocorre proteolise (STEWART e LARHER,198@) ou o0os requevri-
mentos das celulas por GLU e GLN s3ao restritos (LAHDESMAKI ,
1968). Assims GABA tambem e visto como composto de estocagem tem-
poraria de nitrogénio para Sintese de aminpacldos protéicos em
plantas superiores (SELMAN e COOPER,1978).

Na analise de aminoacidos livres do controle dia Zero
(Tabela &)s GABA fo1 um dos aminoacidos mals abundantes, decres-
cendo auando as sementes se desenvolveram na planta ("in vive' ).
fese decrescimo fol superi1or quando os cotiledones foram submeti-
dos a carencia de nitrogénio (81%). Assim, parece evidente que
GAaBa foi1 utilizado para satisfazer necessidades nitrogenadas dos
cotiledones.

£ extremamente comp lexa as reagOes que envolvem sintese
e degradac3o de aminoacidoss uma vez que, doadovres comuns de gvru-
pamentos aminos em reacl0es catalizadas pelas diversas aminotrans-
ferases podem, atraves dos diferentes precursores, diversificar
os caminhos metabolicos de acordo com as necessidades, suprimento
de nutrientes e estadio de desenvolvimento dos cotilédones o que
di1ficulta uma analise mais realistica e pormenorizada das inter-

conversoes metabolicas ocorridas.
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5.2 - EFEITO DA FONTE DE ENXOFRE

Sabe-se aue as proteinas de sementes de soja nao contém
gquantidades suficientes de aminoacidos sulfurados para satisfazer
ns requerimentos alimentares para 05 animals. Esfor¢cos tém sido
fei1rns pava aumentar a quantigaace de enxofre nas proteinas de se-—
mentes de uma grande quantidade de plantas, aplicando-se altas
concentracoes de fertilizantes sulfurados no solo. Entretantos o
axcesso de enxofre nd3o aumenta a razdo S:iN na proteina total
(RANDALL &t al., 1979).

As globulinas 115 {(glicininas) de soja contem malis me-
tionina do que a globulina 7S (conglicininas) es 1nclusives a Su-
bunidade beta da proteina 7S e desprovida de metionina (HOLOWACH
et al.s 1984a) ou contem quantidades insignificantes (Tabela 10).
Foram obtidas duas cultivares de soj)a com elevada razdao 118:7S,
contendo 15% mais metionina do que outras cultivares (KITAMURA &
KAIZUMA 4 1981). Assim, esforcos para aumentar a razdao 118:7S ou
diminulr o conteddo da subunidade beta pode ser i1mportante no me-
ihoramento da qualidade nutricional das proteinas de sementes de
5033 .

Sob disponibilidade limitada de enxofre, proteinas de
reserva de sementes com bailxo conteddo de aminoacidos sulfurados
acumulam mals do que aquelas com alto conteuddo (HIGGINS, 1984).

isto fo1 observado em muitas plantas. incluindo Pisum sativum

(RANDALL et al.s 1979, EVANS et 3l.,1985), Lupainus anaustifolius

103




(BLAGROVE gt al.s 1¥76), Oryzs sativa (BAUDET et al., 19863, 1ri-

ricum _aest iwvum (WRIGLEY et @al.s 1984, CASTLE & RANDALL, 1987 ) 4

Hordeum wvulgare (SHEWRY et al., 1983 e Glycine max (HOLOWACH et
al.s 1984b ., GAYLER & SYKES, 1985 e FUJIWARA et al.. 1992). Ag—
s1imy a similaridade das respostas obserwvadas entre diferentes es-
pecies de plantas sugerem ser este um fenomeno universal e que
mudancas na proteina de reserva sao reguladas a nivels de trans-
criciao e pos-transcricao (SPENCER et al.s 1990, FUJIWARA et zl..
1992). Por outro lados pouco e conhecido a respeito do efeito da
metionina na sintese das Proteilnas de reserva entre diferentes
especies de plantas. Sabe-se que metionina afeta, especificamen-
tey, a sintese da subunidade beta das poucas variedades de soja
estudadas (THOMPSON et al.s 1981, HOLOWACH et al.s 1984asby

GRABAU et al., 1986 e FUJIWARA et al., 1992) e que altera os ni-
ve1is das leguminas e vicilinas de Vicia faba (BARRAT, 1984b).
Portantos € 1interessante ampliar estes estudos utilizando-ses in-
clusive, diferentes wvariedades de s0Oj}as Principalmente aquelas

obtidas no Brasil, uma vez que diferengas entre cultivares ja fo-

ram observadas.

Nos dois sistemas de cultura utilizados no presente
tyabalhos a adic3io de metionina estimulou o crescimento e ocasio-
nou variagdes na composicao de aminoacidos livress; assim  COMOy
modificacdes qualitativas nas proteinas de reserva de cotileéedones
de soja.

Comparando—-se o0s do1l1s sistemas, pode-se verificar que

em cultura de cotiledones 1solados 0 aumento em peso de materia
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seca © proteinas por cotiledone fo1 maior do que em cultura de
explantess Quandao o me1o basico foi1 complementado com metionina
(Tabelas 9 e 8). Esse mesmo efeito foir observado gquando metionina
substitulu sulfatos i1ndicanao que o estimulo de crescimento nao
fo1 afetado pela deficiéncia em sulfato e que o enxofre da metio-
ninha fols Provavelmente, rapidamente utili1zado na sintese de ou-
tryos cCcompoOsStOS. Entretantos quando cotilédones 1solados foram
cultivados na presen¢a de metionina mas na auséncila de nitvrogénio
(MB~N+MET) n30 for observado acumulo de proteinass mas um aumento
substancial do pesn de matér1ia secas provavelmente pela utiliza-
c30 da sacarose do meio (Tabela 7). E 1interessante ressaltar que
o aumento em peso de matéria seca foil bem maior quando MET estava
ausente (MB—N), podendo indicar que de uma certa forma MET inter-
fere no metabolismo dos carboidratos.

Pela analise dos aminoacidos livres (Tabela éa), pode-
se observay que metionina e rapidamente absorvida pelos cotilédo-
nes e que estes s3o capazZes de metabolizar eficientemente esse
aminoacidos uma vez ques 0O teor de proteinas fol 2 vezes superior
em cultura de cotiledones 1solados (Tabelas H e 8) e o nivel da
maioria dos aminoacldos nesses tratamentos fol superior aos do
me1o basico (Tabela 6a). Pode—se observar alnda que metionina e
tambem translocada pelas vias condutoras normals chegando intacta
4s cementes (labela $a), ao contrario do gque fol observado para
a OGLN que nio e detectada em sementes em cultura de explantes.
HOLOWACH et 2l.s (1984a) tambem verificaram que suplementagao de

met1i1onina em cultura de cotileédones de soja aumentou 60 vezes a
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~oncentracao intracelular de metionina livre. Entretantos 1nfu-
sao de metionina em plantas i1ntactas crescidas no campo ndo al-
rerou a concentracao de metionina livre nas sementes e em expe-

rimentos conduzidos em casa de vegetacido o aumento to01 apenas

de 22.7% (GRABAU et al., 1986). Este fato foi tambeém observado em

Yyicia fabas tanto em sementes cultivadas “1in vitro'’ como em se-

.

mentes crescidas “in vivo”’ (BARRAT, 1984asb). Porems o efeito da

metionina observado em soja (Tabelas 5 e 8, THOMPSON et al..s
1981) difere daquele observado por BARRAT (1984a) para cultura de
cotiledones de VYicia faba. Neste caso a adigao de metionina nao
setimulou crescimento ou sintese de proteinas nos cotiledones. AD
contrarios metionina a uma concentracdo de imM 1nibiu crescimento

e sintese de proteinas nessas sementes. Inibigcio do crescimento

fo1 tambem observada em Vigna unguiculata (DESSAUER & HAN-

NAaH, 1978)s em cultura de callus de Zea mays (GREEN & PHILLIPS,

1974y, em plantulas de Mimulus cardinalis (HENKE et al.,_1974) e

em Lemna minor (WONG & DENNIS, 1973).

Sabe-se que metionina, treonina e lisina s3o derivados
do acido aspartico e que as enzimas regulatorias est3o sujleitas a
1inibigi3o pelo aminoacido produzido ou por metabdlitos estritamen-
te relacionados (BRYAN, 198035 ROGNES et al.»1980). Devido a este
fatos BARRAl (1984a) sugeriu que a inibig¢dio do crescimento de
sementes de Vicia faba poOr metionina resultou possivelmente de
uma regulaciao pelo produto final.  possivel que a MET tenha 1ni-

bido a ASP-quinase e portanto tenha faltado lisina e/ou treonina

para a sintese de proteinas. Forém, atualmentes, n3o0 se tem uma
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axpilCcaciao consistente para o fato da metionina nao 1nibir o
crescimento € Sintese de proteinas em soja. Sabe—-se gque metionina
e intermed1ario na sintese das poliaminas e que mudangas nos ni-
vels dessas substancias em cotiledones de soja foram correlacio-
nadas com O crescimento (LIN et al.s 1984). Entretanto, COKER III
et al.(1987) ndo encontraram evidéncias de que 0 aumento de cres-—
crimento de cotiledones de so03ja em cultura na presenga de MET te-
nha si1do mediada por poliaminas, uma vez que MET n3o foil1 extensi-
vamente convertida nessas substancilas. 08 autores sugerem que MET
deve aumentar 0 crescimento de cotileédones de soja nio poar aumen-—
to da sintese de um composto especificos, mas por permitir que a
sintese de uma variedade de compostos ocorram a taxas mals rapi-
das do que Ppoderia ocorrer sem adigao de MET. De qualquer maneira
as bases blogquimicas para essas diferencas ainda ndo sdao conheci-
das.

Quando as proteinas foram analisadas por eletroforese
(Figuras 13, 14 e 17) observou-se que a =adigi3o de metionina
(MB+MF 1 ¢ MB-S+MET e MB-N+METJ] 1nibiu especificamente a sintese da
subunidade beta da frac3o 75 nio ocorrendo modifica¢des detecta-
velis nas outras fragdes, nos dois sistemas de cultura. Este efei-

to tambem f01 encontrado em outras variedades de s0Jja (HOLOWACH

li‘D

al.s 19B4asb e THOMPSON et al., 1981), inclusive com 1nfusdo
direta da MET no caule de plantas intactas (GRABAU et al., 198Bé4).
Ja esta bem estabelecido que a inibig¢io ocorre a nivel de RNA

mensageiro (CREASON et al., 19833 HOLOWACH et al., 19863 FUJIWARA

et al., 1992), podendo ser tambem um fator limitante, a formagao
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de metionil—tRNA, uma vez que fo1 observado um aumento especifico
desse RNA em cotiledones suplementados com MET (THOMPSON et al.,
1981). HOLOWACH et al. (1986 mostraram que esta 1nibi¢do e vre-
versivel, ou sejas com a transferéncia de cotiledones crescidos
em me1o0 contendo MET para o me1o basicos tanto mRNA como a subu-
nidade beta acumularam a taxas comparavels ao controle. Quando a
transferéncia fo1 1nversa, 1sto e, transferencia dos cotiledones
do mel1o bhasico para mel1o contendo METs a quantidade de subunidade
beta permaneceu constante, mostrando que esta subunidade e esta-
vel na presenca de MET (HOLOWACH et al., 1986). Este fato fo1i
tambem verificado quando cot1léedones mais velhos (190mg de peso
de materia fresca)s que Ja continham subunidade beta, foram cul-
tivados em presenca de MET (Figura 14). Foi mostrado por MADISON
et al.(1981) que proteinas de reserva de s0ja ni3o sofrem “turno-
ver” significativo durante a matura¢do da semente. Portanto, pode
cer descartada a possibilidade de 1indu¢d3o do aumento na taxa de
degradagao da subunidade beta pela ﬁetlonlna. Alem di1SS0,
CREASON et al. (1985) verificaram que compostos analogos a metio-
nina (p.ex.S-etilcisteina) tambem inibem a sintese da subunidade
beta. Assims e provavel que a propria MET seja a molécula efetora
nestes s1i1stemas. Froi mostrado por CREASON et al. (1985)s que a
concentracio de MET livre em sementes de soja em desenvolvimento
decresce rapilidamente na epoca em gue a subunidade peta aparece
normalmente na semente. Eles sugerem que o aparecimento tardio
dessa subunidade em sementes em desenvolvimento poderia ser devi-

do a presenca de altos niveis de MET em sementes jovens.
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tm plantas intactas de Vicia tabas metionina exogena

injetada na base de cada vagem, Causou um aumento relativo nas
iegquminas (11%) e um decrescimo nas vicllinas (7583 (BARRAT,
1984b) . HFesuitados semelhantes foram obtidos pPOr este autor. em
cotiledones 1solados cultivados em presenca de metionina (BAR-
RAT,1984a) . Entretantos o autor nao analisou possiveils mudancas a
nivel das subunidadess como fol veriticado pPara s0Ja.

Quando cotiledones 1solados de soja foram submetidos a
um meio deficiente em enxofre (MB-5), 0 teor de proteinas decres-
ceu em relacdo ao me1o basicos porem o teor de aminoacidos livres
nio wvariou sob estas circunstancias (labela 5,5 Figura 12). Isto
poderia indicar que absorgdo e sintese de aminoacidos ocorrem
mesmo sob condicdes de deficiéncia de enxofre. BARRAT (1984a),
observou que em cotilédones de VYicia faba cultivados em deficién-
c1a de enxofre ocorreu um decrescimo no teor de proteinas e um
aumento no teor de aminoacidos livres. 0 decrescimo no teor de
proteinas foi1 tambem observado por HOLUOWACH et 1. (1984b) em

cotiledones de soja (cv.Provar) crescidos “in vitro” em meio de-
ficiente em enxofre. Entretanto, em varias especies de Lupinus
(GILLESPIE 2t 2al.s1978) e em FPisum sativum (RANDALL et al..
1979 os nivels de proteinas totals se mantiveram mesmo na  au-
séncia de enxofre, devido ao aumento do teor das proteinas defi-

cientes em aminoacidos sul furados. No caso de Pisum sativums 0s

dados indicam que o principal fator responsavel pela diminuig¢3o
do teor de leguminas (115) sob deficiéncia de enxofrey fOol a re-

duc3o no nivel do mRNAs uma vez ques quando sulfato foi suplemen-
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tado em wvagens 1soladas o niwvel desse RNA  fpoi  restabeleciao
(CHANDLER 2t al., 1983 e CHANDLER et 21.51984). Porem, em coti-
lédones 1s01ladossy 08 autores nao obtiveram esse padrio de recupe-
racao mesmo adiclonando outras tontes de enxofre.

NO caso dep rotiledones 1solados de sojas todas as subu-
nidades das conglicininas (7¥S) acumularam em razio similar aos
cotiledones crescidos na presenca de sulfatos porem as subunida-
des acidas das glicininas (115), as quals SaA0 ricas em aminoaci-
dos sulfuradoss foram fracamente agetectadas em auséncia de sul fa-
r o (Figura 13). Pela eletroforese, pode—-se observar nitidamente
ques em rela¢do ao controle ogi1a zeros as subunidades acidass nes-—
se tratamentos, foram metabolizadas, uma vez que elas estavam pre-
sentes no controle. Apesar do efeito da auséncilia de sulfato ocor-
rer a nivel de mRNA, ni3o se pode descartar a possibilidade de mu-
dancas nas taxas de “turnover’ das proteinas sob estas circuns-
taAnclas.

HOLLOWACH et al.(1984b) nao observaram mudangas na ra-
30 118:78 e nem sintese diferenciada entre as diferentes subuni-
dadess na sua variedade de soja em deficiéncia de enxofre. Entre-
tantos FUJIWARA et al.(199¥2>), trabalkando com plantas transgéni-
Cass para observar o efeito ca deficiéncia de enxofre na expres-
530 dos genes das subunidades ca fracdo 7S de sojas verificaram
que estas plantas acumularam muitas vezes mals subunidade beta,

enquanto que as subpunidades alfa e alfa’ foram poucas afetadas

nesse tratamento.
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£Em cultura de explantes a auseéncia de enxofre nao afe-
tou o nivel das proteilnas totais, ocorrendo um pequeno aumento no
reocr de aminoacidos livres em relacdo ao meio basico (Figura 1é).
+r01 oObservado, POYr alguns autores, que em plantas i1ntactass se
nitrogenio e suficientey deficiéncia de enxofre n3ao i1nibe 1ncor-
poracao de nitrogénio em proteinas,s ao contrarios ocorre aumento
na PropoOrcao oa fragdo proteica que nao requer amincacidos limi-
tantes (BLAGBROVE gt al.s 1974635 RANDALL at al.s 1979). Este fato
to1 confirmado em cultura de explantess uma vez que, aparentemen-
te a concentracio da subunidade beta na auséncla de enxofre supe-
rou aquela de sementes mantidas em meio basico (Figura 17). Por
outro lados as fragdes que requerem aminoacidos sul furados acumu-
laram ou nao sofreram degradacio, nesse sistemas quando se compa-
ra com O controle dia zeros a0 contrario do que fol1 observado em
cultura de cotiléedones 1solados. No caso de explantes, provavel-
mentes as reservas de enxofre sio mobilizadas de outros tecidos
para que Se€ processe a maturagdo ca semente e sintese de protel-
nass mesmo nao obtendo enxofre suficiente do meio de cultura.

Pela analise de aminoacidos livress pode-se verificar
que metionina exogena afetou significativamente a concentragao de
alauns amlinoacidoss especlalmente SER, ALAs LYS, ARG, ASP e GLU,
que aumentaram em malores pPropor¢dess nos dols sistemas (Tabelas
ca e Yad.

J catabolismo do grupo metil da metionina fol1 estudado
em um grande numero de plantas por SPLITTSTOESSER e MAZELIS

(1967). Eles encontraram que 30% da radioatividade adicionada fo1i
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convertida em ac1dos Organicos € pelo menos 45% permanecia na
fragao de aminoacidos. U mais 1nteressante e que entre o0s aminoa-
c1doss S@% da vradioatividade {01 encontrada na SER (MAZELIS,
1980). Sabe—se ainda que, 3-fosfoglicerato desidrogenase, uma das
enzimas da pPoOssivel rota de forma¢ido da SER, e ativada por metio-
nina (MIFLIN e LEAs 1977). Por outro lados ALA pode ser um 1mpov—
tante doacoOY 0 grupos aminos pava 0 hldroxipiruvato dando origem
a GER (KEYS, 198¢). Esse efeito fol tampem observado em cultura
de cotiledones 1solados de Vicia fabas por BARRAT (1v84a), onde a
concentragao de SER aumentou com a suplementagao de metionina.
Mal1s recentemente, COKER et al.,(1987), 1nvestigando o metabolis-
mo da D e L- metionina, marcada com N9, em cotilédones de so3a
imaturos crescldos em culturas, verificaram que 16% da L-metionina
e 1ncorporada intacta em proteinas, enquanto que 58% da L-metio-
nina que entra nos cotiledones e degradadao, sendo que o N aparece
no “pool” de aminoacidos como evidenciado pela distribuilgio entre
diferentes tipos de N {(guanidino, amino e amida).

£Em plantas intactas de soja GRABAU et al. (1986) tambem
observaram aumento nos teores de SER, ALA, LYS e THR e, ao con-
trario do gque fo1 observado nos dois sistemas em estudo, um de-
crescimo no teor de ARG em presenca de MET. 0 mais interessante e
ques em cultura de cotilédones isoladoss 0 nivel de ARG aumenta
em malores proporgdes a medida que enxofre esta ausente do meilo.
Quando sSe compara O acréscimo de ARG nos dois sistemas, em rela-
t30 ao melo basicos, pode-se observar que em cultura de explantes

este aumento fo1 mailor (12,4% e 8x) do que em cultura de cotile-
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dones 1solados (131% 2 147%)s mas na ausencla total de enxofre
(MB-%) o 1ncremento no teor de ARG fol maior em cultura de coti-
ledones i1s0lados. U aminoacido ARG se destaca pelo numevro elevado
de ztomos a& nltrnaenio por molécula (= 4). Jesta forma. & pPNSs-
vel que o acumulo de ARG na ausencia de enxofre represente uma
farma de avrmazenar 0 excesso de N soldvel gerado pela diminuida
sintese de protelnas nestas condigdes.

= interessante observar tambem que o efeito da MET no
reor de VAL foi1 diferente nos dois sistemas. tEnquanto tol obser-
vado acrescimo no teor desse aminoacido em cultura de cotiledones
1splados (1.8%)s VAL nio fol1 detectada em cultura de explantes em
presenga de ME[. Nos experimentos de GRABAU gt al. (198B6), com
infusio de MET em plantas i1ntactas de so03Ja, VAL tambem decresceu
e em cotiléedones 1solados de Vicia fabas VAL aumentou signifi-
cativamente com a adig¢3o de MET (BARRAT, 1984a).

Cotiledones 1solados de soja crescidos em meio defi-
ciente em enxofre, revelaram-se marcantemente afetados quanto a
composicao de aminoacidos livres, em relagao a cotilédones cres-
cidos em melo pasico (Tabela s6a). Destacam-ses o0 aparecimento de
SER, aumento em ARG e LYS e decrescimo em ALAs VAL e GABA. Em co-
ri1ledones de Yicia fabas a auséncia de enxofre ocasionou um gran-
de aumento em ALA, GABA e ARG e um decrescimo em VAL (BARRAT,
1984a). Ja foil publicado que deficiencia em enxofre ateta severa-
mente a COMPOS1Ga0 de aminoacidos livres em sementes de Pisum
sativum em desenvolvimento, causando decrescimo em CYS e um gran-

de aumento em ARG e ASN (MACNICOL, 1983). £Em cultuvra de explan-
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rRG, ASN fo1 0 unico aminoacido que decresceu significativamente
em concentYagao com a auséncla de enxofre, ocorrendo aumento no
reor de todos os outros aminoacidos em relagcio ao wmei1o basico
(fabela YA’ .

As bases metabdlicas para as mudangas na composigao de
aminoacldos livres sob deficiéncia de enxofres ndo sidoc ainda co-
nhecidas. Alem dissos essas mudangas Sao variavels, dependendo da

especie em estudo e das condigdes ambientals em que as plantas se

desenvolvem.
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6 — RESUMO

Nos doils si1stemas ae cultura utilizados no  presente

trabalhos cotiledones 1solados s explantes. GLN e ASN foram

rgualmente eflcientes em promover acumulo de proteinas. Entretan-
tos a eficiencia da ALNs, em cotilédones 1soladoss foi bastante
inferior a ASN e GLN. Ja em cultura de explantess a ALN superou
as outras fontes de nitrogéni1o., uma vezZz ques segundo RAINBIRD et
al.s 1984), "1n situ” o0s ureideos s3o0 degradados dentvro do tegu-
mento ou vagem e o nitrogénio rvesultante e convertido em GLN e
translocado para 0% cotilédones. Em auséncia de N, observou-se
incremento no teor de proteinas de sementes de explantes., enquan-

to em cotilédones 1soladoss apesar do aumento em peso de materia
secas 0O teor de proteinas permaneceu O mesmo.

Por PAGE-SDS foi1 verificado ques em presenca de GLN e
ASN, as proteinas de reserva dos cotiledones foram <csintetizadas
-~om ma1s eflciéncla do que nas sementes crescidas ~1in vivo’. En-
gquanto em sementes de explantes a ALN promoveu a sintese de todas
as subunidades das proteilnas dae reserva, em cotilédones i1solados,
sua ineficiéncia fol confirmada. Na auséncia de N, em cotiléedones
1soladoss foi1 observado uma metabolizacio preferencial das subu-

nidades alfa’, alfa (7S) e cadeias acidas (118)s nao ocorrendo
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sintese detectavel da subunidade beta (75).

£m todos os tratamentos, mudang¢as substanciais na com-
posicao de aminoacidos livres. foram observadas. Um dos efeitos
mals 1I1nteressantes fol com respeito ac teor de ARG. Enquanto que
em sementes de explantes este teor decresceu 1gualimente em todos
nos tratamentoss em cotilédones isolados, GLN promoveu um aumento
de 26 vezes. No sistema de cultura de explantes, nao fo1 observa-

do acumulo de ASP e nem fol1 detectada GLN livre na semente como

observado no sistema de cultura de cotiledones i1soladoss no tra-

tamento com ALN.

A adi¢3o de metionina ao meio basico estimulou o cres-
cimento e 0OCaslonou variagdes na composlgao de aminoacidos livres
e modificacOes qualitativas nas proteinas de reserva de cotilédo-
nes de soJa. Em cotilédones isolados o aumento em peso de materia
seca e proteinas por cotilédones fol maior do que em sementes de
explantes em presenga de MET (MB+MET e MB-S+MET). (Cotiledones
crescidos em meio dificiente em enxofre (MB-S), teve 71,4% do pe-
so de materia fresca e 724 do peso de materia seca dos cotiledo-
nes crescidos com sulfato (MB). Neste tratamento o teor de pro-
teinas decresceu de 57% em vela¢3o ao MB, mas ainda alcangcando o
teor de proteinas das sementes desenvolvidas na planta pelo mesmo
perlodo; Em cultura de explantes, o teor de proteinas foi1 seme-
lhante estatisticamente a0 mei1o basico.

Por PAGE-SDS, -observou-se que-a-adicao.-de MET 1inibiu

scpecificamente a sintese da subunidade beta da fra¢3oc 785 nido
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agcorrendo modificacdes detectavels nas outras fragdes., nos doO1s
s1stemas de cultura. HOLOWACH gt al. (19864) mostraram que esta
inib1¢io0 e reversivel, ou sejas com a transferéncia dos cotilédo-
nes cresc1dos em mei1o contendo MET para o meio basicos a subuni-
dade acumula a taxas comparawels ao controle. Guanao cotiledones
mais velhos (100 mg de peso de materia fresca) da variedade de

sogja estudada nesta trabalhos que Ja continham subunidade beta,

foram cultivados em presenca de MET, a quantidade desta subunida-

de permaneceu constante, mostrando gque esta e estavel na presenca
de MET. Cotiledones 1solados mantidos em meio deficiente em enxo-
fre (MB-S) acumularam todas as subunidades das conglicininas (7S)
em vraz3c similar aos cotilédones crescidos na presenca de sulfa-
to. Nesse tratamento as subunidades acidas das glicininas (115)
foram fracamente detectadas quando comparadas com o meio basico.
Em sementes de explantes, a sintese das subunidades das proteinas
de reserva nao fo1 afetada pela auséncia de enxofre no meio, poO-
rem, aparentementes a concentracao da subunidade beta superou
aquela de sementes mantidas em mel1o basico.

Metionina exogena afetou significativamente a concen-
tracao de alguns aminoacidos s =specialmente SER, ALAy LYSs ARG,
ASP e GLUs gque aumentaram em malores Proporgdes nos dois Siste-
mas. Entretanto, o teor de VAL aumentou somente em cotilédones
1solados., enquanto que em sementes de explantes este aminoacldo
nip foi1 detectado. Na auséncia de enxofre (MB-S), em cultura de
coti1ledones 1isolados, fo1 observado aparecaimento de SER, aumento

de LYS e aRG e um decréscimo em ALAs VAL e ASN quando comparados
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com MB. Ja em cultura de explantes +t01 observado um aecrescimo em

SER e ARG nesse tratamento.

£m relacido a composigcao de aminoacidos das diferentes
subunidades das proteinas de reserva de sementes quiescentes e
interessante ressaltar que, na subunidade alfa’ o conteudo de HIS
e cerca de 3 vezes malor do que nas outras subunidades e que a

subunlidade beta se destacou pPOr pPOsSSulr 0 nivel mals Dalxo de me-

ti1onina.
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