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RESUMO

O aminoacido asparagina (ASN) ¢ um dos principais compostos nitrogenados
transportado pelos vasos condutores das plantas, principalmente nas leguminosas. O
nitrogénio (N) que constitui este aminoacido € reutilizado nos 6rgdos em formacao da
planta (6rgdos dreno) para a sintese de proteinas e compostos mitrogenados em geral.
No entanto. existe a necessidade de metabolizagdo da ASIN para que este N apresente-
se na forma livre e portanto possa ser reutilizado.

Sao conhecidas duas enzimas capazes de metabolizar a ASN: Asparagina
Transaminase e Asparaginase (ASNase). A presenca da enzima ASNase ¢ de extrema
importancia. pois apresenta um papel regulatorio na metabolizagde da ASN. como por
exemplo neste trabalho. em que se estudou sementes imaturas. onde este aminoacido ¢
degradado no inicio do desenvolvimento. quando a necessidade de nutrientes € maior ¢
a atividade desta enzima ¢ alta.

Existem duas formas de ASNase. uma dependente e oufra independente do ion
potassio {K™), porém as duas formas nunca foram encontradas juntas numa mesma
espécie. Deste modo, investigou-se ftreze espécies do género Crofalaria. uma
lepuminosa tropical, para a deterrmunacdo das formas enzimaticas de cada especie. Com
base nos estudos sobre as formas enzimaticas e observagdes morfologicas, sugerimos
que exista uma relacdo entre a forma enzimatica e a morfologia fohar para as espécies
deste género, pois as cinco espécies que apresentaram ASNase dependente de K™ eram
unifolioladas, e as independentes. sempre trifolioladas.

A partir do anticorpo produzido para a enzima ASNase independente de K7

purificada de Lupinus polyphyvllus pode-se fazer um estudo imunoquimico para tentar
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estabelecer similanidades entre as moléculas das duas formas enzimaticas. Neste
estudo constatamos que o reconhecimento por parte do anticorpo ndo se da em funcgéo
da dependéncia do cofator K™ pela enzima. Por isto sugerimos que a porgio da
molécula da enzima onde se liga o anticorpo nio seja a mesma porgio que determina a
dependéncia ao K™

Foi determinado também quais compostos nitrogenados compunham a seiva
xilematica destas plantas a partir de dois tratamentos que permitiam ou nio a formacao
de nodulos. Para 1sto foram dosados ureideos e aminoacidos. que sdo normalmente os
_principais compostos nitrogenados do exsudato do xilema de leguminosas. Pelos dados
obtidos observamos gue os ureideos nao sdo unlizados pelas espécies de Croralaria
como transportadores de N mesmo nas plantas do tratamento com nodulagio. onde esta
classe de composto ¢ mais frequentemente encontrada. Constatamos também que os
aminoacidos sdo os compostos mitrogenados transportados preferencialmente na seiva
das especies esmdadas de Croraiaria. A ASN representou mais de 50 % dos
aminoacidos detectados na seiva. sendo o principal produto composto transportador de
N nestas plantas. O ASP {acido aspartico) for o segundo aminoacido encontrado em
maior quantidade. A partir desta afirmacao ressaitamos a crucial importincia da enzima
ASNase na metabolizacdo de ASN, uma vez que sua utilizaco é fundamental para o

crescimento da planta.
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SUMMARY

The amino acids Asparagine (ASN) is one of the principal forms of nitrogen
found in the vascular transport system of plants, principally of legumes. The nitrogen
(N) contained is this amino acids is reutilized in developing organs of the plant (sinks)
for the svnthesis of proteins and nitrogenous compounds in general. However, the
liberation and consequent reutilization of this nitrogen depends upon the metabolism of
ASN.

Two enzymes capable of metabolizing ASN are known: Asparagine
Transaminase and Asparaginase (ASNase). The presence of ASNase 15 of extreme
importance, in view of its regulatory role m ASN metabolism. such as in this stmdy
with immature seeds where the amino acids is degraded in the early stages of
development when the demand for nutrients is greater and ativity of the enzyme higher.

Two forms of ASNase are know. one depedent and the other independent of
potassium. However, the two forms have never been found together in the same tissue.
Thirteen species of the genus Crotalaria, a tropical legume. were mvestigated to
determine the form of ASNase present in each species. Based on this study coupled
with morphological observations, we found a relationship between the enzyme form
and leaf morphology, since the five species that contain the K~ dependent ASNase were
unifoliate and the remaing K independent species were all trifoliate.

Using the antibory specific for the K™ independent ASNase of Lupinus
pollyphytus, an immunochemical study was carried out in an attempt to establish
homologies among the two enzyme forms. This study showed that the antibory reaction
was not related to K~ dependence this leads us to suggest that the molecular-binding

cite for the antibory is not involved in the determination of potassium dependence.
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We also determined which nitrogenous compouds were present in the xylem
juice of these plants, using two treatments that produced nodulated and non-nodulated
plants. The levels of ureides and amino acids, normally the main forms of nitrogen
found in xvlem exudates, were determined here. The data show that only traces of
ureides are found in the transport stream of Crotalaria species, even in nodulated
plants where this class of compound is usually found. The data also show that amino
acids are the main forms of nirogen transport in the Crotalaria species under study,
ASN represented more than 30 %% of the xvlem amino acids. and therefore the main
transport compound for mitrogen in these plants. ASP (aspartic acid) was the second
most abundant ammo acid. This finding reforces the importance of the enzvme ASNase

in the metabolism of nitrogen in the developing seed.



1-INTRODUCAOQO

O género Crotalaria L. tem seu nome dernvado do grego "Krotalon" (chocalho)
(MILLER, 1967). Popularmente as espécies sio conhecidas como guiso-de-cascavel, chocalho
ou chigue-chique pelo ruido produzido pelas sementes no interior do fruto seco (BASTA ¢
BASTA. 1982) Este género. com distribuicdo geogratica Pan-Tropical, compreende
aproximadamente 600 especies de leguminosas, nativas ou mtroduzidas. da familia Phabaceae

(LEWIS. 1587}

 Muitas espécies sdo altamente toxicas, contendo alealoides pirrolisidinicos causadores
de hemorragias mternas e lesdes hepatcas (GENTCHUNNICOV, 1976), mas de acordo com
varios autores, sua toxicidade apresenta-se apenas quando se encontra na fase de frutificacio,
podendo ser usada como forrageira durante a fase vegetativa (GIURNOS, 1983),

As especies deste género possuem uma grande capacidade de colomizagio de areas
perturbadas. ocorrendo em varios 1ipos de ambientes. 330 consideradas invasoras pois s&o
plantas cwjas populagdes sko capazes de se introduzir em habnats cultivados, fortemente
perturbados ou ocupados pelo homem, desvalorizande ou substituindo potencialmente as
populagdes residentes, gue sdo plantas cultivadas ou de interesse ecologico (NAVAS, 1991).
As espécies Invasoras representam um componente altamente bem sucedido e importante para
seus ambientes (RADOSEVICH e HOLT, 1984). possuindo caracteristicas biologicas
especificas gue as tornam capazes de se difundir e competir com sucesso (AULD ez al., 1987).
S#o especies de grande importancia econfmica e agronomica. sendo utilizadas no controle de
nematoides em culturas (LEITAQ FILHO e al, 1975, MIRANDA. 1981), como forrageira
(RIZZINT e MORAIS, 1976). no combate a erosido. adubacdo verde e fonte de fibras

(MILLER, 1967).



Muitos estudos com lesuminosas sdo desenvolvidos no que se refere ac metabolismo de
nitrogénio (N). Isto se deve basicamente ao altc nivel proteico de suas sementes e sua
capacidade para fixagdo de N, atmosférico quando noduladas.

Este elevado teor protéico nas sementes € devido em grande parie as proteinas de
reserva, Que sdo armazenadas neste Orglo para posieriormente serem hidrolisadas e servirem
como fonte de nutrientes durante a germinacdo. As sementes de leguminosas tém
aproximadamente de 20 a 25 % de sua massa seca representada por proteinas de reserva. E um
nivel bastante alto quande comparado por exemplo as sementes de cereats. onde este
composto representa somente de 10 a 15 % da massa seca {DERBYSHIRE. e7 af 1976). A
sintese destas proteinas se da no reticulo endoplasmatico rugoso. sendo depositadas nos
corpisculos protéicos onde permanecem compactadas e imalleradas ate a germinagio. As
proteinas de reserva de leguminosas em geral sao ricas em aspartato. glutamato, ieucina.
aminoacidos basicos e amdas (PERINOLLET ¢ MOSSE. 1983)

Porém, para que OCorTa esta sintese protéica nos frutos de leguminosas, € necessario que
estes seiam suprides com uma fonte de N. Este N € transportado ate os orgdos dreno na forma
de nitrato {(NQ137) ou fazendo parte de algum composto nitrogenado da seiva. O suprimento do
N gue chega até os frutos tem que ser feito por uma fonte organica. uma vez que os frutos tém
pouca ou nenhuma capacidade para reduzir o NO3~. A baixa capacidade para reduzir o NO3~
parece ser geral nos frutos de leguminosas {SCHLESIER. . 1977, MORI e SODEK, 1983).
Segundo MORI ¢ SODEK (1983}, ocorre uma dependéncia quase que total por parte dos
frutos de soja em relagdo aos outros Orgdos da planta para o suprimento do N reduzido. Esta
funciio de suprir o N nos frutos pode ser dividida entre as raizes e as folhas, orghos que
reduzem facilmente o NOz~ devido a alta atividade em seus tecidos da Redutase de Nitrato

(CRAFTS-BRANDER e HARPER, 1981)
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Mais especificamente na sintese de proteinas. alem dos esqueletos de carbono (C) vindos
via floema dos orgdos fotossintetizantes (orgaos fonte). ocorre tambem o transporte do N que
pode ser feito via xilema passando para o floema durante o percurso. ou vir diretamente pelo
floema. Interessante ressaltar a baixa relagio C:N que € uma caracteristica geral dos
compostos gue transportam N.

Os compostos nitrogenados mais abundantes nas seivas s&o 0s aminoacidos. Somente
em algumas leguminosas tropicais {especies periencentes a tribo Fhaseolae) ocorre também o

sransporte de ureideos (alantoina e acido alanioico} Tantos os ammoeacidos como os ureideos

sap transportados durante todo © periodo vegelativo e reprodutivo da planta

Os wreideos utlizados por estas especies sdo sintetizados nas raizes e representam um
dos produtos formados pela utiizag@o do N dervado da fixacao de Nz ¢racas a capacidade da
maioria das leguminosas. de formar associacbes simbioucas gue levam a fixacdo de N»
atmosferico. OHYAMA e KAMAZAWA (1979). rrabalhando com Glveine max (soja).
postularam uma relagéo entre fixagao de No e formacio de ureideos quando verificaram que o
I5N5 era incorporado na forma de ureideo ¢ o ' SNOx principalmente na forma de asparagina
{ASN). Assim sendo. observou-se que alantoina e acido alantodico sao produtos especificos da
fixagao simbibtica do nitrogénio. QOutras evidéncias apoiam esta idéia. SCHUBERT (1986}
trabalhando com plantas de soja ndo noduladas e utilizando NO3~ como fonte de N, observou
nia seiva apenas tracos de ureideos.

Porém, a solubihdade dos wreideos ¢ baixa. o que implica numa necessidade de
transporte de grandes volumes de agua. Segundo SPRENT (1980). & quantidade de agua
necessaria para transportar ureideos € 2.6 vezes maior que a quantidade de agua necessaria
para transportar © mesmo numero de atomos de N na forma de asparagina (ASN). Deste modo
fica clara a maior ocorréncia desta classe de compostos nitrogenados se dar em plantas

tropicais, onde a taxa transpiratoria € alta e eles s@o carregados com maior facilidade. além da
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elevada temperatura ambiente. que possibilita um aumento de sua solubilidade na setva do
xilema destas plantas.

No entanto existem espécies, como por exemplo a ervilha (Pisum sativum), que embora
possam apresentar nodulagio, ndo produzem, e consequentemente, nao utilizam os ureideos
como composto para o transporte de N {(MURRAY e CORDOVA-EDWARDS, 1984)

Como foi dito anteriormente. alem da utiizagio de ureideos por parte de algumas
plantas, O aminoacidos representam OS principais compostos mitrogenados translocados pela
planta. Estes aminocacidos podem ser transportados pelo xilema (se produzidos na raiz) e
diretamente pelo floema. caso tenham sido produzidos na folha

(ruanto a sintese dos aminoacidos gue serdo transiocados ou utihizados no local de sua
formacao. sabe-se gue eles possuem uma origem comum. O primero a ser formado pela
incorporagido do amonio (NHg™) aos esqueletos de € & a glutamina (GLN), que
posteriormente origina os demais atraves de processos enzimatcos.

De 1todos os compostos mitrogenados transiocados pelos vasos condutores de
leguminosas. o ammnecacido ASN € o mais encontrado. A ASN foi o primeiro aminoacido
identificado em plantas ha quase duzentos anos e ¢ utilizada na forma niao metabolizada em
algumas sementes, ou pela sua incorporacdo em proteinas (PATE er a/. 1974/1973). Este
aminoacido € sintetizado & partir de GLN pela Asparagina Sintetase. O N requerido para a
sintese de ASN pode ser obudo pela fixagdo de N (STREETER, 1973}, pela degradacio de
proteinas (ROGNES. 1975), ou peia reducio do nirato {(LEA e FOWDEN, 1975). A ASN
representa um 4os principals componentes com N da selva (PATE. 1980; SCHUBERT,1986)
podendo chegar ate a 80% de todos os aminoacidos que a constituem. Em aiguns géneros € o
composto nitrogenado dominante transportado pela planta. Um fato importante quando se

griliza ASN como composto transporiador de N € a economia de esqueletos de € para ©



transporte de atomos de N. em situagOes normais cu quando o suprimento de C ¢ limitado
(BRAY, 1983). A conducdo deste aminoacide pelo xilema constitui uma importante fonte de
N que sera acumulado nas estruturas vegetativas durante o ciclo do crescimento e
florescimento da planta (ATKINS er a/., 1975).

Em suma., os compostos nitrogenados (ureideos e amunoacidos) translocados pelos
vasos condutores, tém como funcdo o suprimento de N nos diferentes orgdos dreno da planta.
Entre eies. um dos mais importantes sao os frutos. FARDER e KOLLER (1985) trabalhando
com soja, verificaram que quando a2 producdo de asstmilados era suficiente, a massa. tanto da

semente quanto das paredes das vagens. aumentava De acordo com esies autores, nestas

plantas os irutos podem funcionar como fonte-dreno. Desta forma. guando a taxa de
assimilados exportados para os frutos erz inferior a necessidade metabglica do mesmo. as
naredes da vagem atuavam como fonte. aumentando a massa da semente em detrimento do
declinio da sua propria massa.

No entanto, quando as condigfes de nutricdo da planta sio satisfatorias, a via mais
comum para o suprimenio de nutrientes das sementes ¢ atraves de descarregamento dos
sofutos via floema. O primeiro local do fruto que recebe os compostos nitrogenados € a
vagem, que OS armazena para posterior distribuicdo (THORNE., 1979). No descarregamento,
os solutos que chegam aos frutos atraves do floema e sdo levados para a semente seguem ate
umn terminal vascular reticulado, cula extensdc pode variar de acordo com a especie. O
descarregamento propriamente dito ocorre numa combinagdo de membranas de tubos
crivados, células companhetras normais ou modificadas e varios upos de células do parénguima
vascular que possuem seu simplasto interconectado por plasmodesmos (THORNE, 1985).
Neste trabalho tambem observou-se que os vasos condutores que transiocam os solutos fazem
o descarregamento somenie em tecido mate%no. nao havendo conexfo direta entre a sgmenie e

os vasos condutores da planta mae.
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ApoOs o descarregamento  os assimilados que chegam a semente sdo rapida e
circunferencialmente distribuidos nas celulas do tegumento (THORNE, 1980; PATRICK e
MAcDONALD, 1980}, de onde seguem via apoplasto para o espage entre o tegumento € o
cotilédone, no gqual penetram gradualmente pela superficie. seguindé para o seu interior por
difusao. Como veremos mais adiante, durante a passagem simplastica dos compostos pelo
tegumento, parte da metabolizagdo dos solutos ocorre devido a presenca de enzimas nesta
estrutura. Na proxima etapa. apos oS COmpostos serem transporiados via apoplasto até o
cotilédone (o segundo sitio catalitico) ocorre a metabolizag@o dos solutos que ainda nio foram
alterados pelas enzimas do tegumento. Isto ¢ o que ocorre com a ASN que ndo for totalmente
meiabolizada na testa. ela segue para © embrido que poSSul as enzimas Necessarias para este
processo (THOMPSON eraf . 1977 LEA ¢er 4/ 1978 : HAGA ¢ SODEK. 1987).

{lma 1écnica que permite a visualizacio de parte desta rota de subsiancias € a técnica do
“tegumento vazio”, desenvolvida por THORNE e RAINBIRD (1983) em plantas de soja.
Segundo esta técnica, € felta uma seccdo na parede da vagem para possibilitar o acesso a
semente. Posteriormente, a semente € submetida & um corte horizontal e o embrido removido
com cuidado, deixando imtacta a porgdao do tegmento que liga a semente & vagem. Desta
forma, estabelece-se um reservatorio onde os compostos vindos do tegumento ficam retidos e
sdo removidos para analise, podendo-se detectar entdo quais 0s COmpostos que passariam para
os cotilédones. Com o auxilio desta tecnica, RAINBIRD e/ al (1984) vernficaram que em
plantas noduladas de soja, & guantdade de ureideos que passavam para o cotilédone era
insignificante e a GLN era o composto niirogenado em mator escala {cerca de 52% de todo o
nitrogénio estava na forma deste aminoacido). Os demais aminoacidos apresentavam-se em
proporgdes muito inferiores: asparagina 19%, arginina 5% e histidina 4%. Os outros 20% de N

eram constituides basicamente por amoOnia e outros aminoacidos . Deste modo, parece haver



uma conversao dos ureideos em outras formas de composios nitrogenados antes ou durante o
descarregamento no fruto.

Ocorrem também drversas variagOes na constituigio da seiva que passa para o
cotilédone devido a idade do fruto ou a atividade enzimatica do tegumento. Em ervilha,
ROCHAT e BOULTIN (1991). trabalhando com plantas que apresentavam ou nio nodulacio,
verificaram um aumento na concentracic de ASN e concomitantemente uma diminuicio no
nivel de GLN que passava para o cotiiedone apos o 20° dia de desenvoivimento da semente.
Isto foi explicado como sendc um processo de remobilizagao de N, ja que nesta fase a testa
provavelmente esta entrando em senescéncia. Alem da remobilizacdo de N, um outro ponto
importante € a presenga da enzima ASNase na testa. A atividade de ASNase nesta estrutura €
bastante elevada na fase anterior a 20 dias. porem ocorre uma queda brusca em seu nivel apos
o 20° dia de desenvolvimento da semente (SODEK ¢7 o/ 19801 A maior conceniracao de
ASN encontrada no cotilédone apos 20 dias pode estar relacionada também a fraca atividade
de ASNase na testa nesta fase do desenvolvimento

Comeo for exemplificado acima . apds © descarregamento nos orgiaos dreno. os
compostos nitrogenados sofrem a acdo de muitas enzimas que possibilitam a unlizacdo dos
elementos que os constitul. A presenca destas enzimas ¢ um fato importante para a
metabolizacdo do N verificada no processo de redistribuicdo dos compostos estocados na
vagem (PEOPLES ef a/.,1985, STOREY e BEEVERS.1978. GOMES ¢ SODEK_ 1984), ja
que as paredes das vagens funcionam primeiramente como um Orgdc de armazenamento
temporario onde o N € acumulade (ROCHAT e BOULTIN. 1989) Este N ¢ reutilizado no
cotilédone para a formagio de outros compostos nitrogenados por acdo de outras enzimas
como asparagmase {ASNase), asparazina aminotransferase {(ASN aminotransferase}. urease.
alantoinase, glutamina sintetase e piruvato amunotransferase, gue 1ém pico de atividade

coincidente com a fase de enchimento des graos (PEQOPLES er a/.. 1985).



S&do conhecidas duas enzimas capazes de metabolizar a ASN © ASN transaminase e
ASNase. A pnmeira foi encontrada em vagens. porém sua atividade enzimatica é
principalmente verificada na fotha (STREETER. 1977). O mesmo autor verificou que n#o foi
observada atividade da ASN transaminase em nodulos. A presenga da enzima ASNase ¢ de
extrema 1Mportancia, pois apresenta um papel regulatorio no metabolismo da ASN, como por
exempio no caso das sementes, onde este aminoacido ¢ degradado no inicio do
desenvolvimento, guando a necessidade de nutrientes e malor e obviamente guando a atividade

da ASNase € grande.

utiiizacdo de ASNase para hidrolizar o grupo amuda da ASN e formar aspanate (ASP) e NH,{:

(SIECIECHOVICZ ¢r af. 1988

coo Co0”
"H,NCH Cen TH.NCH
CH CH.
H.
i t
H, NCO Coo -
ASN ASP

Existem Orgaos que utilizam esta via como sendo a principal responsavel pelo
metabolismo de ASN, como foi observado por IRELAND e JOY (1981) nos frutos imaturos
de ervitha e nas folhas em estadios imciais de desenvolvimento. Neste tltime orgido, foi
observado uma queda brusca no mvel de ASNase duranie o crescimemio da folha
Conseguentemente, uma outra rota metabolica torna-se a responsavel pela utilizacio do N gque
chegar ate a folha na forma de ASN. No mesmo trabalho os autores confirmaram a ocorréncia

de uma aminotransferase como sendo a enzima envolvida na uiilizacko da ASN depois que a




folha j& atingiu um certo grau de desenvolvimento. Esta e a segunda via proposta para a
hidrolise deste aminoacido.
Nesta outra rota pcorre uma transaminacao na ASN na presenca de um oxo-acido,

principalmente piruvato ou ghioxilato, produzindo acido 2-oxossuccindmico e aminoacido.

ASN 7 2-pNOSSUCCINAMIco
/\\:ﬁ
oxp-acido aminoacido

Estas duas reagdes parecem ser as principais vias de metabolizacdo de ASN em plantas
SUDEFIoTES.
Entretanto. outras duas hipoteses foram propostas:

A primeira envolve a transaminacio redutiva da ASN com 2Z-oxoglutarato pela oxidacio

de ASN dependente de NAD(PYH (DOUGALL. 1974, FOWLER e7 a/.. 1974).

Z-oxoglutarato glutamato

ASN ASP

X

NAD(P)H NAD(P)

Porem os dados obtidos por MIFLIN e LEA (1975) discordam desta hipotese. Neste
trabatho. desenvolvido com exirato de raizes de ervilha, eles discutem a possibilidade da
estimulagdo da oxidacio da ASN por nucleotideos nicotinamidicos, na presenca de o-

oxogiutarato. ter sido quase que certamente devido a contaminacdo por aspartato (ASP) da



ASN comercial que foi usada. Esta reacdo mostrou ser dependente da adicdo de redutores e
ser inibida por imbidores de transarminases, 0 que nao foi observado quando se usou ASN
purificada.

A outra hipotese envolve a transferéncia do grupo amino da ASN para glutamato
(GLU), formando glutamina atraves da sintese reversa de ASN sintetase (LERMAN. 1960
apud STECIECHOVICZ er al. | 1988).

glutamato clutamina

ASN ASP

Além da formacio direta de ASP. alguns autores sugerem gque o N da alanina (ALA)
possa ser derivado diretamente da ASN (LLOYD e JOY. 1978 BAUER ¢r /.. 1977}

Entretanto a via que utiliza a ASNase para a degradagdo da ASN € a mais ymportante
conhecida. principalmente em sementes umaturas.

Da reacio de metabolizacio da ASN. obtém-se o N- amino que € utilizade como doador
geral de N para sintese de outros cOmpostos nitrogenados. necessarios principaimente nos
orgaos em formagéo, onde geralmente se tem a atividade da enziima. A malor necessidade de N
nas sementes se da no inicio do desenvolvimento das vagens. onde o consumo de N & maior. E
nesta fase, quando a semente ainda esta num estadio maturo, que ocorre a maior taxa de
sintese das proteinas de reserva e. consequentemente. € {éuando a auvidade da ASNase atinge
o pico maximo (SODEK et al., 1980}, Deste modo. a atividade da ASNase na semente pode
variar de acordo com a idade e local no fruto (tecumento cu cotilédone)

A presenca da ASNase ja fol amplamente verificada em sementes imaruras de varias

leguminosas (ATKINS er al.. 1975, LEA ¢ al.. 1978, SODEK ¢r o/ 1980, IRELAND e
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JOY. 1981, GOMES ¢ SODEK. 1984y Tambem em frutos imaturos de leguminosas foram
encontradas as duas formas existentes desta enzima. Uma dependente de pdtésséo (K™)
(SODEK e7 al., 1980) e outra mndependente do ion (LEA. 1978). porem as duas nunca foram
encontradas numa mesma espécie. A forma independente de K¥ foi encontrada em algumas
espécies de tremogo (Lupinusy (L. pohphvilus L. angustifolius ¢ L.arboreus), sendo excegio
dentro do género. que ¢ constituide basicamente por espécies cuja enzima ASNase ¢€
dependente do ion. A massa molar desta forma enzimatica. 1solada de L. polvphillus. € de
72.000 g/mol (LEA ¢r ¢/ 1978} A forma dependente. alem de ter sido encontrada em Lupinus
foi verificada tambem em ervitha (Jivim sarviomy e licia faba. todas especies de clima
temperado. Foi observado que os 1ons sodio (Na™) e rubidio (Rb™) podem substituir o K™ em
ervilha. emborz com menor ehiciéncia (SODEK ef «f 19803 IRELAND ¢ JOY (1981
sugerem que baixas concentragdes de NHy ™ tambem tenam esta mesma fungio em relacio ao
K™ A massa molar desta forma difere da outra. sendo esia de 68000 g/mol (isolado de
sementes de ervilha) (SODEK eral.. 1980).

Uma outra diferenca marcante a ser ressaliada entre as duas formas enzimaticas € guanto
4 comparacio imunologica. Estudos imunologicos feitos com extrato de sementes de quatro
espécies de Lupimus (L. albus. L. polvphillus. L. 'céfzg‘rzf.sf{_f'()fj:.;.g ¢ L. arboreusy contendo
ASNase. sugerem que a forma dependente de K7 de L. a/bus nao tem em comum 2 porgio do
epitopc com a ASNase independente do ion das outras trés especies de Lupinus (LOUGH ef
al.. 1992). Deste modo, os anticorpos produzidos a partir da enzima purificada independente
de K™ nio reconhecem a forma dependente do ion.

A ASNase foi detectada também em animais e microorganismos, onde seu estudo tem
sido extensivo devido ao seu potencial na atividade antineoplasica {(WRISTON er a/.. 1973).

Alnda neste trabalho foi observada uma diferenca marcante entre a enzima que OCOITe €m
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plantas € em amimais e microorganismos. Trata-se¢ da incapacidade da ASNase vegetal em
hidrolisar a GLN. |

Em tecidos de sementes em desenvolvimento, quando a atividade da ASNase foi
detectada. observou-se também atividade da Glutamate Sintetase (GS). Glutamato
Desidrogenase (GDH) e Glutamato Oxo-Glutarato Amino Transferase (GOGAT). Porém a
atividade maxima destas enzimas assimiladoras de NHa™ ocorreu alguns dias apos o pico de
atividade de ASNase (LOUGH er o/ 19923

Quanto ao NHy™ produzido pela acio da ASNase. em virtude da metabolizacio da
ASN., sugere-se que este seja reassimilado pelas vias competentes (MURRAY e KENNEDY.
1980). formando novos compostos nitrogenados a partr do N liberado da ASN

Mesmo sendo comprovada a existéncia de duas formas enzimaticas para ASNase. nada
se sabe sobre as bases moleculares que determinam a dependéncia ou nio de K7 da enzima
Um esclarecimento a nivel molecular podenia ser feito com base na comparagdc das duas
formas enzimaticas. Para isto o methor sena a purificacdo das duas formas enzimaticas obudas
a partir de uma unica especie. para rminimizar as influéncias genéuicas que porventura poderiam
ocorrer no caso de especies distintas ou taxonomicamente afastadas.

A existéneia de um género gque possul em suas especies as duas formas de ASNase ja
havia sido citado em literatura (SODEK er @/, 1980; CHANG e FARDEN, 1981} Neste
aénero (Lupinus), a maioria das espécies apresentam ASNase dependentes de K™, porém em
trés espeécies (L. polyphyllus, L. angustifolius e L. arboreus) a forma enzimatica € a
independente. Entretanto, dados preliminares obtidos em nosso laboratonio mostraram gue,
devido ao fato destas espécies temperadas nio estarem adaptadas ao clima tropical. seu cultivo
e principalmente a obtenclo de seus frutos torna-se uma pratica extremamente dificil.

Em estudos preliminares em nosses laboratonos, for descoberta a existéncia de um

género de leguminosa tropical {Crotalaria) em que existem especies dependenies e



independentes de K7 Tendo em vista o fato da melhor adapiacio destas espécies ap clima
tropical e da existéncia de um grande numero de especies disponiveis na regiio, o material
vegetal escolhido para o desenvolvimento deste trabalho foram as espécies do género
(rotalaria. Outro elemento que apoiou a idéia de se trabalhar com um género tropical foi o
fato de gque pesquisas na area de metabolismo de ASN em geral sio desenvolvidas com
espécies temperadas. Assim sendo, um estudo com Croialuria tera um valor adicional no
sentido de amenizar o desequilibrio de mformagdes existentes entre plantas temperadas e

tropicais.



2-0OBJETIVOS

Considerando-se o papel fundamental da enzima ASNase na utilizagao do N translocado
pela planta, este trabalho teve por objetivos:
1-elucidar quais as formas enzimaticas de ASNase (dependente ou ndo de K™) sio

encontradas em algumas espécies de Crotalaria.
2-estabelecer quals compostos nitrogenados sdc translocados em plantas de Crofalariu

cultivadas gue apresentam ou ndao nodulacio.
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3.MATERIAS E METODOS

3.1- ESPECIES ESTUDADAS

No presente trabalho foram estudadas as seguintes especies do género Croialaria:

0

. grantiang Harv.

. juncea L.

N0

. pauling Scharank ...

™
4

. retusa L.

. spectahilis Roth.

. striata D.C.

. usaramoensis Bak
anagyroides Kunth
. estipularia Desv.

. incana L.

. lanceolata E. Mey

. mucronaia Desv.

O 000000000

. zanzibarica Benth

As sementes das sete primeiras especies foram cedidas pela secio de leguminosas do
Instituto Agrondmico de Campinas e as outras seis espécies coletadas na regido e identificadas

pelo professor Jorge Tamashiro do Departamente de Botanica da Unjversidade Estadual de

Campinas.



3.2-DETERMINACAQO DA DEPENDENCIA DE K™ PARA ASPARAGINASE

3.2.1-CULTIVO DAS PLANTAS

As leguminosas estudadas foram cultivadas em casa de vegetacio e em canteiros .Os
vasos da casa de vegetaglo tinham como substrato vermiculita previamente lavada e foram

regadas com solugio nutritiva completa de HOAGLAND duas vezes por semana, 250 ml por vez.

3.2.2- EXTRACAQO DE ASNase

A extracdo da enzima foi ferta no estadio de maior atividade enzimatica, ou seja,
quando o endosperma ainda encontrava-se viscoso. Este estadio foi determinado como sendo o
de mator atividade apos ter sido dosada a atividade em diversos estadios.

A enzima foi extraida conforme metodologia previamente descrita (SODEK ef
al 1980}, De acordo com este método. o tampao de extracdo € composto de TRIS HCI,
50 mM; pH 8.0 contendo KCl 30 mM; DTT (ditiotrertol) 1 mM e ghecerol 10% (v/v) e o
extrato felto por maceragic em mortar previamente gékaéo._ na razdo de 5 ml por g de massa
fresca. O extrato foi centrifugado a 10,000 rpm durante 15 min em centrifuga refrigerada ¢ uma
aliguota der 1 m! foi dessalinizadz em coluna de Sephadex G25 (1 cm de didmetro x § cm de
comprimento) e equilibrada previamente com tampdo de extragdo. A fracBo proteica foi

coletada e usada para a dosagem de atividade enzimatica.
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3.2.3- DOSAGEM DE ASNase

A metodologia adotada para a dosagem de ASNase seguiu o procedimento novo
desenvolvido por SODEK e LEA (1993}, Segundo este método, a quantidade de NHy™
liberada da ASN pela acdo da enzima € dosada como medida da atividade.

O meio de ensaio era composto de ASN 30 mM em Tampzo TRIS 50 mM pH 8,0 (50
ul) e extrato {ate 100 ul), em volume final de 150 pul. A mistura. em tubo de 1,5 mi tipo
“Eppendorf”, for incubada a 359C durante 1 hora. Para terminar a reacio e dar inicic a difusio
~da NH3 do meto. o tubo recebia 500 ul de KoCQO3 50% e era imediatamente fechadc com
tampa propria com uma gota (5 ul) de H3804 concentrado do lado interno da tampa. Desta
forma, a gota de acido ficava suspensa na tampa. permitindo a captacdo de NHy liberada do
meio e formando {(NH4)2S04. A difusdo de NHy se completava até o dia seguinie 2
temperatura ambiente.

ApOs completado o periodo de difusio, a tampa com a goticula de acido era removida
do tubo e colocada em outro tubo para dosagem de NHy pelo método de
McCULLOUGH (1977). Este continha 300 pyl do reagente de fenol {25 g de fenol e 12,5 mg
de nitroprusiato de sodio em 250 mi de H~»O}. Apos agétagio para misturar este reagenie com o
acide, o tubo era aberto e 100 pl de NaQOH 2N {para neutralizar o acido) e 500 pl do reagente
de HOCI (formado por uma mistura de 1,25 g de NaOH: 13,4 g de NanHPO4.12H,0 e 2,5 ml
de NaHOC] em 230 ml de H>0) foram colocados no tubo. O tubo foi incubado durante
45 min. a 37°9C, e as fragdes monitoradas em espectrofotdmetro a 630 nm.

Como controle (tempo zero) outro ensaio idéntico era montado, mas a T€agan
interrompida imediatamente com 300 ul de KHCO3 50% apos adigio do extrato. A atividade
foi calculada a partir do aumento na leitura entre o tempo zero e o incubado, e transformada

em umolh~! de NHy formado através de curva padrio de NH" A quantificacio da ASNase



foi feita por calculos baseados num padrao de 50 nmoles de NHy7. ¢ os valores da atividade da

enzima também foram expressos nesta umdade.

3.3.4- CARACTERIZACAO DA ASNase

Para determinar a dependéncia ou nao da enzima do ion K7 o extrato era dessalinizado
em coluna de Sephadex G235, conforme ja mencionado, porem equilibrada com tampio de
extragdo sem o K.

_Foram realizados dois ensaios simultangamente No primeiro ¢ extrato era incubado
com ASN na presenca de K7 adicionando-se KCl na concentracdo hmal de 50 mM. e no
segundo era incubado com ASN sem K7 Apos comparar as atnvidades nos dois ensaios, foi

possivel determinar a dependéncia que a enzima possut doon K7
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3.3-ENSA10S IMUNOQUIMICOS
3.3.1- CULTIVO DAS PLANTAS

As sementes das treze espécies de Croralaria estudadas foram semeadas em terra, em
vasos com capacidade para 3 htros. Semeou-se também, em vasos com a mesma capacidade e
substrato, sementes de Lupinus poivphyviing. O cultivo foi feito em casa de vegetacdo sob
condi¢cDes naturais de luz, temperatura ¢ umidade relativa. sendo que as plantas recebiam agua
todos os dias. |

As sementes imaturas. tanto de Crowalaria como de Lupinus. foram coletadas quando o
endosperma ja estava em estado viscoso (tendo side verificade este como sendo o estagio de
maior atividade da enzima). Em seguida. as sementes foram armazenadas - 209C até uso

DOSTeror.
3.3.2- PREPARACAO DAS AMOSTRAS

O material congelado foi macerado em mortar previamente gelado, com tampao TRIS
{(hidroximetil-aminometano) 50%&\4; pH 8,0 contendo DTT 1 mM; KCI 50 mM e ghcerol 10%,
na npmporg;z‘i{} de 0,350 ¢ de tecido / 5 mi de tampdo. Depois de macerado, o extrato foi
centrifugado a 10.000 rpm por 20 mun a 49C,

As amostras para eletroforese, provenientes do sobrenadante do extrato bruto

centrifugado, foram preparadas com a adicio de azul de bromofenol e de sacarose na

concentra¢ao final de 10%.
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3.33-ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A separagdo das proteinas foi feita em PAGE - 10% (eletroforese em gel de
poliacralamida).

(O aparelho utilizado for um mini gel da Hoefer mantido a 15°C com a circulacio de
agua refrigerada e a duragio da corrida for em media 2 horas.

Para a confeccdo do gel com expessura de 1.5 mm. 6.5 cm de altura e 7.3 cm de
largura, 10 ml de uma solucdo 97.5% de acrilamida e 2.7% de bis-acrilamida foram adicionadas
~a 7.5 ml de tampio TRIS 3,0 M. pH 8.8 e 12.5 ml de agua.destilada. Como. catalizadores da--
polimerizacdo do gel foram utilizados 56 pui de TEMED (N NN N'-tetrametil-etilenc diamina)
e 100 ul de persulfato de amonio 10% . Para auxiliar a polimernizacao, o vel foi deaerado antes
da adicao dos catalizadores e depois do liguido ja entre as placas. uma camada de 100 ul de
isopropano! saturado com agua for colocada para impedir o contato do U5 atmosfénico com ©

el

s

Apos a polimerizagio do gel, o 1sopropanoi for eliminado com papel de filtro e 10 ml de
gel de empilhamento foram colocados na placa.

Para a confecgio deste gel, utihzou-se 2.5 m! de tampdo TRIS 6.5 M; pH 6.8, 1.253 mi
de uma solucdo 97,3% de acrilannda e 2,7% de bis-acrilamida e 6.0 ml de agua, também foi
feita deaeracio e posteriormente adicionados a mistura 100 ul de persulfato de amonio 10 %,
20 wl de TEMED e 25 pl de azul de bromofenol.

0O volume da amostra foi de 20 pl e a eletroforese feita a 25 mA por gel, tendo como
tampao de eletrodo TRIS 0,25 M. pH 8.3 contendo 1,92 M de glicina. Sempre foram feitas
duas cornidas iguals, um gel era revelado com prata segundo a tecnica modificada de

OAKLEY efal {(1980) e o outro era submeudo a um “trans-blotting” {processo de
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iransferéncia de proteinas do gel para uma membrana de nitrocelulose) e tratado pela tecnica
de imunodetecgio.

A revelagdo com prata compreendia varias etapas. Primeiramente o gel era merguthado
numa solugdo com 40% de metanol e 10% de acido acético por 3 vezes, sendo mantido por
20 minutos cada vez Em seguida era lavade 2 vezes com a duragdo de 10 minutos para cada
lavagem numa solugdo com 10% de metanol e 5% de 4cido acetico. No proximo passo, o gel
era mergulhado por 10 minutos numa solucdo 3.4 mM de KoCraO7 (500 mg de K7Crp07-
100 ut de HNO3 e 500 mi de H»O). Posteriormente era lavado em H-O destilada até ficar com
fundo amarelo claro (aproximadamente 3 lavagens com duragao de 10 minutos cada uma). Em
secuida era mergulbado numa solucdo 0.1% de AgNO7 por 15 minutos e depois lavado por
2 minutos com FH-O destujada. Por fim. o wel era colocado de 2 a 5 mimutos numa solucdo
comendo Z mi de formaldeido 30% e 3 g de NasCOy em volume final de 200 ml {a solugfo era
deacrada em vacuo antes do uso}. Quando se dava o aparecimento das bandas. o gel era
mergulhado numa suiugdo com 5% de acido acetico por cerca de 5 minutos e depois guardade
temporariamente em agua destilada.

Para conservar o gel por mais tempo. este era submetido, por proximadamente 2 horas.
a uma solucdo com 3% de glicerma e 50% de metanol até gque ficasse do tamanho desejado.
Posteriormente o gel era envolvido em 2 pedagos de papel celofane mothados com H;O

destilada e preso esticado com grampos numa placa de vidro até secar,



3.3.4- ELETROTRANSFERENCIA E ENSAIO IMUNOQUIMICO

O tempo de transferéncia for em meédia 45 min, sob uma corrente de 400 mA e 4
temperatura de 15°C. O tampdo utilizado foi CAPS pH 1l (2.21% de CAPS-acido 3-
Ciclohexilamino-1-propanosulfonico , 10% MeOH e NaOH 2M como gjustador de pH). O gel e
a membrana foram acondicionados emn duas placas de plastico presas por uma dobradica num
s lado. O plastico néo entrava em contato com o gel ou a membrana pois sempre era colocado

um papel de fiitro entre eles (FIGURA 1)

i e, Membrane

ey (2]
‘ —s Papel de Filro
- Placa de Plastico

FIGURA 1-Esquema de montagem da placa de eletrotransferéncia com o gel e a membrana.

Desta forma tinhamos o gel e a membrana em contato direto. A membrana era
acondicionada de modo a ficar sempre mals proxima ao polo positivo do aparelho que o gel
{quando ocorresse a eletrotransférencia). Assim as bandas eram transferidas do gel para a

membrana durante a passagem da corrente.
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Apos transferidas as proteinas do gel para a membrana. esta era mergulthada em TBS-
tampao TRIS-Sodio (TRIS 10 mM pH 7.5 acrescido de 0.9% NaCl) e mantida a 4°C durante
1 noite.

Em seguida, 2 membrana era incubada em TBS com 3% de leite em pd desnatado
(fonte de caseina) por | hora, lavada com TBS com 0,1% de tween 20, durante 30 min. Depois
a membrana foi mcubada por 2 horas com o anticorpo especifico para ASNase, isolado e
purificado a partir de extrato de L. polyphyiius diluido em TBS na razio de 1:1000. Apés o
periodo de incubac@o. a membrana [01 novamente lavada com TBS 0.1 % de tween por 30 min
e mais uma vez incubada. A -neva-incubacio. agora com anti-anticorpe antt- lgG (Sigma) de -
coelho conjugado com fosfatase e diluido na razao de 1:53000 por 1 hora em tampio TBS
(TRIS 10 mM: pH 9.5 NaCl 100 mM MeCl~ S mM e 0.1%: tween) resultava numa banda
rosada na regide da membrana onde exisiia © complexo proteina-anticorpo~anticorpo
conjugado. Posteriormente a membrana foi lavada com o mesmo tampio por 30 min e incubada
com TBS (TRIS 100 mM. pH 9.3 NaCl 100 mM,; MgCl» > mM: NBT: azul de nitrotetrazohio
e BCIP: 3-bromo-4-choro-3-indolil fosfato) até o aparecimento das bandas, aproximadamente

15 minutos. A membrana fol armazenada em agua.
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3.3.5- IMUNODIFUSAQO

Urmn método imunoquimico for utilizado para detectar a presenca ou ndc de ASNase.
Trata-se do método de imunodifusio de QUCHETERLONY (1969), onde em 3 ml de
meio contendo 1% de agar em PBS ( tampao fosfato salino: 0,01 M NaPv, pH 7.0 e 0,85% de
NaCl) colocados sobre uma lamina de microscopia, sdo perfurados seis orificios periféricos e
um central. Nos orificios perifericos sao colocados os extratos brutcs apos centrifugacio a
10.000 rpm durante 20 min. em centrifuga sob refrigeragdo, e no orificio central € colocado o
------ . -anticorpo--especifico-para-a-ASNase independente. de- K.7. obtida-2-pariir da enzima- purificada -
do tegumento de Lupinus polypiviins por SODEK e LEA (1993).

As reacdes se processaram durante a nolie e a temperatura ambiente.



3.4- DOSAGEM DE AMINOACIDOS E UREIDEOS EM EXSUDATO DO
XILEMA

3.4.1- CULTIVO DAS PLANTAS

As sementes foram germinadas em vasos com capacidade para 3 litros com os seguintes
substratos:

- vermiculita previamente lavada. para a obtencio de plantas nao noduladas.

-~ urna mMistura-de-vermicubta-lavada-e rerra-(fonte-de Rhisobinmy na-proporcio de-5:1;

para obtengao de plantas noduladas.

O aspecto do sistema radicular resultamie destes dois diferentes tratamentos pode ser
observado nas figuras 2 e 3.

As piantas dos vascs com vernmuculita foram recados duas vezes por semana com
250 ml da solucZo nutritiva completa (HOAGLAND e ARNON. 1950}, Os vasos com 2z
mistura de terra e vermiculita foram regados também 2 vezes por semana, porém com solucio
nutritiva sem a adi¢io de nitrato (para ndo inibir a nodulacio das plantas) A irngacdo com agua
foi feita todos os dias para os 2 tratamentios.

Todos as plantas foram cuitivadas em casa de vegetacdo sob condicdes naturais de luz

temperatura e umidade relativa.



FIGURA 3-Aspecto do sistema radicular nodulado de Crotalaria juncea



3.4.2-EXTRACAO DO EXSUDATO

Nz idade de 4 meses a seiva bruta foi coletada das plantas. estivessem elas em estadio
vegetativo ou floral, uma vez que ndo se conseguiu evitar o florescimento. Os vasos foram
colocados duraﬁte aproximadamente 3 horas (7:30-10:30 h) em condicdes de saturagio hidrica
e em seguida o caule foi cortado a cerca de 5 cm do substrato, lavado com agua destilada e a
agua enxugada com papel de filtro.

Os exsudatos foram coletados com um capilar de vidro (FIGURA 4} e guardados em

frascos mantidos no gélo durante a coleta. Em segurda foram congelados para analises

posteriores.

FIGURA 4-Coleta do exsudato do xilema.
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3.4.3- DOSAGEM DE UREIDEOS

A determinagao dos ureideos fol feita em trés repeticOes para cada tratamento de cada
espécie pelo método colormetrico de VOGELS e VAN DER DRIFT (1970) através da
hidrolise basica e acida dos ureideos seguida de reaglio com fenilhidrazina e K3FCNg.

De acordo com este metodo, foram misturados em tubos de ensaio 0,25 ml de
exsudato; 0.5 ml de agua destilada. 0.25ml de NaOH G5 N e uma gota de fenithidrazina
(3.33%. A hidrolise alcalina se deu quando os reagentes foram aquecides num banho a 1000C
por & min. Em seguida és tubos foram resfriados a temperatura ambiente e submetidos a uma
hidrolise acida quando a eles foi adicionado 0.23 mi de HCJ] 0.65 N e aguecidos a 100°C por
4 min pelo mesmo processo. Novamenie foram resiniados a temperatura ambiente e adicinou-se
(.25 ml de tampao fosfato de potassio pH 7.0 € (.25 mi de fenilhidrazina 0,33%. Os tubos
foram deixados por 5 min a temperatura ambiente e resfnados em gélo. Para a obtencio do
composto colorido, foram adicionados 1,25 ml de HCl concentrado & 0°C e 025 ml de
K3FCNg 1,65%. Apos agitagdo os reagentes ficaram por 15 min em repouso e em seguida a
lettura foi feita a 335 nm.

A curva padrdo foi obtida por diluicdes de alantoina na faixa de 0 a 100 nmoles/ml. Os

valores das concentracdes de ureideos foram expressos em nmoles de ureideo/ml de exsudato.
3.4.4- DOSAGEM DE AMINOACIDOS LIVRES TOTAIS

Todas as siglas dos aa seguem as abreviaturas internacionais.
A determimnacdo da concentracao de aminoacidos, tambem fetta em trés repetigcdes de

cada tratamento para cada especie. se deu peio metodo de YEMM e COOCKING (1955) por

reacio colornmeétrica com ninhidrina.



A reacao foi feita em tubos de ensaio com 1 ml de amostra (10 vezes diluido), 0.5 mi de
tampio citrato de sodio 0.2 M: pH 5,0; 0.2 ml de minhidrina 5% em meul celusolve; 1.0 ml de
KCN 2 % (v/v) de uma solucio de KCN 0.01 M em meul celusolve. Esta mistura foi coberta
com bola de vidro e levado ao Banho Térmico durante 20 min a 100°C. Apos o resfriamento,
foi adicionado etanol 60% até que se completasse 4 ml de solucdo. A leitura foi feita a 370 nm.

Os valores de absorbancia obudos foram relacionados com concentracdo de
amincacidos com © auxilio de uma curva padric preparada com leucina na faixa de O &
200 nmoles/mi .Os valores das concentracoes de aminoacidos foram expressos por nmeles de

ammoacidos/mi de exsudato.



3.5-IDENTIFICACAO DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

3.5.1- DERIVACAQ DOS AMINOACIDOS

A dervacio dos aminoacidos se deu por dots sistemas distintos, um utihzou o reagente
OPA (o-fialdialdeido), que determina os aminoacidos excetuando-se os sulforados, e o outro
reagente FMOC {9-fluorenilmetil cloroformato). que alem dos demais aminoacidos determina
também o8 sulforados. Para cadd especie e cada tratamento o1 feita uma analise em cada’
sistema.

Para a preparacao das amostras com OPA. 20 ul da seiva comendo os aminoacidos
Iivres torals e 60ul do reagente OPA (50 mg OPA em Imi de metanol) em tampdo borato
0.3 M: pH 9.5 ajustado com NaOH 2N e 1.25 % (v/v) de [3-mercaptoetanol, foram misturados
¢ agitados. Apos dois mmutos, 10 1l desta mistura foram injerados na coluna e os picos dos
aminoacidos detectados por um monitor de fluorescéncia (RF 530, Shimadzu).

Para a obtencio dos derivados com FMOC, segundo EINARSSON et al. (1983),
misturou-se 200 pl da amostra. 30 ul de tampio borato 1.0 M: pH 6.5 e 250 ul do reagente
(FMOC, 15 mM) em acetona. A reagdo foi interrompida apos 30 segundos € ¢ excesso do
reagente foi removido adicionando-se ! mi de pentano. Em seguida, a fase superior foi
removida com pipeta Pasteur e 2 operagdo repetida por mais duas vezes. Cada injecfo da
amostra correspondeu a um volume de 10 pl

As diluigOes das amostras foram feitas para os dois sistemas, quando necessarias, para

gue a concentracio final de aminoacidos por ml fosse de aproximadamente 4 nmoles.



3.5.2-SEPARACAQ E QUANTIFICACAO DOS AMINOACIDOS

A separagio e a quantificacdo dos aminoacidos foi feita em HPLC utilizando-se uma
coluna cromatografica Spherisorb OS2, 5 um de 250 x 4 mm acoplada 2 um sistema de
bombas da LKB mod. 2150, controladas por um gerador de gradiente mod. 2152,

Os solventes utilizados para o sistema OPA foram: tampao fosfato 50 mM contendo
2% (v/v) de tetrabidrafurano e 2% (v/v) de metanol, pH 7.3 ajustade com acido acético
concentrado (tampio A) e metanol 65 % em H2O {tampio B) O gradiente de eluicdo do
tampaoB foi de 20 % a 60 % entre 07¢ 20 minutos, 60% a 73 %% entre 20 & 25 minutos e de
75% a 100 % entre 25 a 35 minutos. As amostras foram monitoradas por um detector de
flucrescéncia nos comprimento de onda de excitacdo de 250 nm e de emissie de 480 nm. O
registro foi feito através de um registrador-integrador LKB mod. 2221,

Os solventes para o sistema FMOC foram: tampio acetato 0,14 M contendo 0,1 %
(viv) de trietinolamina, pH 4.0 ajustado com NaOH 1IN {tampdo A) e metanol 100 % (tampio
B). O gradiente de eluicdo do tampio B foi de 45 % a 65 % entre 0 e 23 minutos, de 65 % a
85 % entre 25 e 40 minutos e de 85 % a 100 % entre 40 e 45 minutos, a deteccdo dos
aminoacidos foi feita em fluorimetro com C{}mprimemoé de onda de excrtagdo de 25C nm e de
emissio de 313 nm.

Todos os tampdes foram feitos em agua milli-Q (4gua deionizada com resisténcia de
18,2 Qo obtida em deionizador Milli-(Q da Millipore.

Em ambos os sistemas a quantificacdo dos aminoacidos que compunham cada amostra
foi determinada por comparagdo das areas dos picos das amostras com a area dos picos da

solugdo padrao de aminoacidos, cuja molaridade era conhecida.



4-RESULTADOS
4.1-DEPENDENCIA DA ENZIMA ASNase AO [ON K+

A distribuigdo das duas formas de ASNase (dependente e independente do ion K™) foi
investigada em sementes imaturas de Crofa/aria dosando-se a enzima na presenca e auséncia de
K* pelo metodo de difusio de NH4™

De acordo com os dados obtidos nestas investigagdes, encontramos nas espécies do
género em questic ambas as formas enzimaticas Nio foram o%}serv.adas as duas formas
ocorrendO juntas numa mesma planta.

Nas especies estudadas do geénero (roicfaria a maior ocorréncia foi de ASNase
independenite de K7, embora tenha sido encontrado um numerc razoivel de espeécies
dependentes. Das treze especies em estudos. cinco apresentaram ASNase dependente de K7,
sendo a enzima independente do ion para o restante das especies {TABELA 1)

Nos experimentos que determinaram a dependéneia de K™, notamos uma atividade
enzimatica residual na auséncia do ion. Para as especies ditas dependentes, foram encontrados
valores entre 3 e 7 % do valor maximo da atvidade guando ¢ K™ estava disponivel no meio de
TRACAD.

Observagbes morfologicas mostraram que as componentes estudadas deste género

podem apresentar a folha uni ou trifoliclada (FIGURA S ¢ 6).

s
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TABELA 1 - Distribuicio das formas de ASNase dependente e independente de K™ em

sementes imaturas do género Crotalaria.

ASNase dep de K™ | ASNase indep de K™

C. estpularia +

. juncee +

™~

. peling -

£

L FeHEsU H o

(. spectabilis =

™

L RASVIOIde s -

C. grantiarna -

. incana -
C. lonceolata +
C. mucronaic +
. striaio -
{. usaramoensis +

. zonsibarica .
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FIGURA 6- Morfologia foliar (trifoliolada) de Crotalaria zanzzubaricé.l..
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Uma relagdo quanto & morfologia da folha e a forma enzimatca foi estabelecida. uma
vez que todas as espécies unifolioladas apresemaram ASNase dependente de K™, e a forma
independente do ion s0 ocor;eu nas especies trifolioladas.

Constatou-se que o nivel de atividade da ASNase dependente de KT manteve-se
relativamente baixo, sempre inferior a 2000 umoles de NH4 /h. ¢ tecido (FIGURA 7) quando
comparada a atividade de ASNase independente de K™ (FIGURA 8) Porém, a variacdo do
nivel de atividade para as especies que compdem o grupo das dependentes niao foi muito
acentuada. tendo sido a minima atividade registrada para . refusa com 423,55 pmoles NH, ™ /

houtecide. 2 a-maxima-para O paudiner-com- 137082 umoles NH4 7/h e recido.
g P , 4 g

1600 -
1400 -
1200 .

ade de ASHase

(uotes de NHA1 Th g lecido)

1 2 3 4 5

espécies de Crotalaria

FIGURA 7 - Atividade de ASNase dependente de K™ obtido em sementes imaturas de

Crowalaria (1. C. estipilaria, 2. C. juncea 3. C. penihing. 4. C. retusa, 5. C. spectabilis)
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Para as especies com ASNase mdependente de K™ a variagdo media da atividade da
enzima foi um pouco maior (FIGURA 8) As especies deste grupo tiveram uma variacio de
atividade enzimatica desde niveis elevados (mais de 4.500 pmoles NHy /h. g tecido para
(. grantigna) até miveis iguais aos das dependentes de K7 (aproximadamente 500 pmoles
NH47/h. g tecido para (. lanceolaicy. C. siriala, C. graniiana e C canzibarica  tiveram
atividade superior a 3000 umoles NHa7/h. g tecido, ficando as outras cinco espécies com

nivels inferiores a 2000 pmoles NH:"/h. g tecido.
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FIGURA 8 - Atividade de ASNase independente de K™ obtidc em sementes mmaturas de
Croialaria (1. C. anagyroides. 2. C grantiana, 3. incana, 4. C. lanceoiala,

S O omucronata, 6. C. striaia, 7. O usaramoensis, 8. C. zanzibarica).



4.2-ENSAI0S IMUNOLOGICOS

4.2.1-IMUNODIFUSAO

Tendo em maos um anticorpo especifico para ASNase independente de K', embora de
outra especie (Lupinus polypinvilis), julgamos interessante verificar a reacio desse anticorpo
com os extratos de (rofa/aria Principalmente no caso das especies que possuem a enzima
independente do K. a possibiidade de uma reaco seria maior. Os testes iniciaimente foram
realizados pela tecmca de imunodifusac. utilizande o extrato bruto das sementes imaturas de
todas as especies de Crofalario em questac e como controple. o extrate bruto das sementes de
Lupinus polphviins. A reacao IMunoideica antigeno-anticorpo nao fol detectada em nenhum
dos materiats testados. mnclusive L. polvphviius. especie em gue anteriormente foi purificada a

enzima (JUE SErviy COMO antigenc para a produgdo do anticorpo

4.2.2-FLETROFORESE E TRANSFERENCIA DAS BANDAS

Em funcio do resuitado negative com o teste de imunodifusio, foi utilizado um outro
ensaio imunologico mais sensivel e mais especifico. A técnica envolve a separacio de proteinas
por eletroforese, transferéncia das bandas do gel para uma membrana e posterior reago
imunologica.

Apos efetuada a eletrotransferéncia para a membrana de nitrocelulose, observamos que
das treze espeécies de Crofalaria estudadas apenas duas .C. juncea e C. siriata. apresentaram
resultados positives quanio a reacdo com o anticorpo. (FIGURAS 9 & 10}, E interessante

ressaltar a diferenca da ASNase destas duas especies. C. siiarg possui ASNase independente



de K™, assim como o matenial de onde foi extraida e purificada a enzima para 2 obtencdo do
anticorpo, € (. juncea possut ASNase dependente do ion.

Comeo controle do metodo, a reagdo posiziva com 0 anticorpo sempre ocorreu quando o
mesmo foi testado contra o extrato de 2. polyphvilus produzido a partir da semente imatura no
estadic onde anteriomente constatoui-se os malores nivers de atividade da ASNase
(FIGURA 11}

Uma peculiariadade a ser ressaltada foi a diferenca no coeficiente de mobiiidade (Rum)
das bandas de reacdo entre as espeécies de (roiglaria e [ Polvphnilns, A banda de reacio da
ASNase de L. polyphyiius se da na posigio inferior do gel (Rm=0.8), diferentemente das
bandas de reacao das duas especies de (roiadaria, (O jncea Rm =05 e O sriatae Rm=0.4)

que aparecem em posigdes bem proximas.

Rm=0.5

FIGURA ©- Membrana de nitrocelulose mostrando a reacdo positiva do anficorpe produzido a
partir da enzima ASNase purificada de Lupinus polyphvilus com o extrato bruto de sementes
imaturas de Crotalaria juncea (1. C. esupularia. 2. C. paunlina, 3. C. retusa, 4. C. speciabilis,

S.C incana. 6 C. juncea, 7. C. granticama, 8. C. mcana, 9. C. lanceolata, 10, C mucronata).



Rm=(_4

FIGURA 10-Membrana de nitroceluiose mostrando a reacio positiva do anticorpo produzido a

o partir da enzima. ASNase purificada de Lupnms pohphvilus com o extrato bruto de sementes

smaturas  de (roialaria strigiadl (0 sercomeensis. 2 zanzibarica. 30C anagyvroides,

4. (. estipplaria, 50 C. siriaid. 6 BSA 7 . mmeronata. 8.C. retusd, 9 (. spectabilis.

10, C. granmand).

Rm=0,8

FIGURA 11- Membrana de nitrocelulose mostrando a reacio positiva do aniicorpo produzido

a partir da enzima ASNase purificada de Lupinus pohyphyviius com o extrato bruto de sementes

imaturas da mesma especie.



4.3-UREIDEOS

Foram determinados os teores de ureideos na seiva do xilema das | espécies de
Crotalaria. Utilizou-se plantas com 1dade de guatro meses nos tratamentos nodulado e nfo
nodulado e em estadios de desenvolvimento vegetativo e floral. A nao uniformidade do estadio
de desenvolvimento foi devida ao florescimento precoce e a falta de informaciio quanto ao
comrole de floragio destas espécies. Devido ao bamxo fluxe da seiva, a coleta do exsudato ficou
comprometida em alguns tratamentos. onde nio foi possivel a sua obtencio.

A partir da determinac@o do teor de ureidecs e de outros compostos nitrogenados do

exsudato do xilema, pode-se estabelecer qual o principal soluto carregador de N para as
especies estudadas deste género.

Como ja foi dito anteriormente, no caso de algumas leguminosas tropicais {tribo
Phaseolaey, os ureideos (alantoina e acido alantoico) podem ser utilizados como transiocadores
de N em plantas noduladas

Nas especies onde se determminou o teor de ureideos, encontramos sempre um nivel
muito baixo desses compostos. A concentragio de alantoina e acido alantoico nestas plantas
esteve distribuida na faixa de 35 &4 150 nmoles de ureideos por mi de exsudatoc. Porém uma
unica espécie, (. mucronagta, apresentiou uma concentra¢do um pouco mais elevada de urejdeos
em sua seiva bruta, cerca de 270 nmoles por ml de exsudato (FIGURA 12},

Aparentemente plantas em estadio vegetativo ou floral nZo apresentaram grande
variagio quanto aos niveis de conceniracdo de ureideos encontrados em sua setva bruta
(FIGURA 12), sugenndo que a producio de ureideos nao esteve relacionada com o estadio de

desenvolvimento em que a planta se encontrava.
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Excetuando-se (. mucronata. também ndo se observou uma vanagio no nivel de
concentracao de ureideos devido a existéncia ou ndo de nodulacic (FIGURA 13). Deste modo,
a fonte disponivel de N para a planta, (N atmosférico no caso das plantas noduladas, ou N

inorganico no caso das tratadas com nitrato) parece ndo ser fator determinante na produgio

desses compOstos.

300 -
250
200
150

100

ureidens {(nmolesiml exsudato)

1 i 3 4 5 o 7 8 8 10 M

espécies de Crotalaria

FIGURA 12 - Teor de ureideos do exsudato de espécies de Crotalaria ndo noduladas em

estadios de desenvolvimento vegetativo e floral (1. C. esnpularia, 2. C. juncea, 3. C. paulina,

4 C  retusa, S5.C. speciabilis, 6. C. anagyroides. 7.C. grantiana, 8. (. incana,

o (" Janceolata. 10. C. mucronaia. 1. C. striata. 12. C. wusaramoensis. 13. C. zanzibarica)

vegetativo sem noduio floral sem nddulo.
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100

urefdeos {nmolesf mi exsudato)

1 2 3
es pédes de Qordaia

FIGURA 13 - Teor de ureideos do exsudato de espécies de Crotalaria noduladas e nio

noduladas e em estéddios de desenvolvimento vegetativo ¢ floral (1. C. junceq, 2. C. spectabilis,

3. C. mucronaia)

vegetativo sem nédulo

florel com nédulo,
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4.4 - AMINOACIDOS
4.4.1-AM LN’OACI})OS LIVRES TOTAIS

A dosagem dos aminoacidos foi feita no exsudato da seiva do xilema das treze espécies
de Crotalaria em idade de guatro meses e nos diferentes tratamentos e estadios fisiologicos.
Devido a alta eficiéncia do meétodo, para cada tratamenio e especie fol feita uma unica
repeticio. Apesar do proposito do experimento ter sido fazer um estude comparativo enire oS

niveis de compostos nitrogenados nos diferentes tratamentos e estadios de desenvolvimento das

fiuxo da serva durante a coleta.

A partir dos dados obtidos nestas dosagens. pudemos determinar gual a CONCENracao
dos aminoacidos que sic enconrados como constituintes da seiva €. comparativamente com o
nivel j4 conhecido de ureideos. indicar quais dos cOmpostos mrogenados s30  0S
preferencialmente transporiados nestas Jegununosas tropicais.

A concentragio dos aminoacidos livres, dosados na sehva bruta das leguminosas
estudadas, manteve-se sempre elevado, mostrando ser este o principal grupo de compostos
transportadores de nitrogénio para as especies estudadas de Crotaiaria (FIGURA 14} A
quantidade deste composto constituinte da seiva apresentou variagdes dependendo da especie,
tendo sido o nivel maximo verificado de 11 umoles de aminoacidos por mi de exsudato, € ©
minimo de 1,7. A concentragdo de aminoacidos livres apresentou sua maior distribuigdo entre
os valores de 2,5 a 6,5 pmoles de aminoacidos por ml de exsudato, faixa onde
aproximadamente 80% das espécies se enquadram. Os 20% restantes sdo representados por
duas espécies, C. grantiana e C. mucronala, que apresentaranm nivels de concentracdo de

aminoacidos superiores a 9.5 pmoles por ml e C. juncea. que apresentou a menor dosagem de

aminoacidos por ml de exsudato.



Em (. grannana o teor de aminoacidos foi o mais elevado observado entre as espécies
estudadas, porem o0 mesmo nao ocorreu com o nivel de ureideos. que manteve-se igual ou bem
proximo as demais especies deste género.

C. mucronata, foi a unica que apresentou niveis bastantes distintos de aminoéacidos
entre plantas noduladas e ndo noduladas. Excetuando-se o ocorrido nesta espécie, ndo se
observou diferencga para os nivels de aminoacidos verificados para plantas noduiadas ou nio ou

em funcao de seu estadio de desenvolvimento (FIGURA 15).
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FIGURA 14 - Teor de aminoacidos livres do exsudato das especies de Crotalaria noduladas e
nio noduladas e em estadios de desenvolvimento vegetativo e floral.(l. C. estipularia,
2. C. juncea. 3. C. paulina, 4. C. retiesa. 3. C. speciabilis, 6. C. anagyroides, 7. C. grantiana,

8§ . incana. 9. C lanceolata. 10, C. mucronata. V1. C. siriata, 12, C. usaramoensis,

13, (. zanzibarica) vegetativo sem nodulo

floral sem nodulo E&i vegetative com

floral com nodule.
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4.4.2-COMPOSICAO DE AMINOACIDOS LIVRES

Neste experimento tambem encontramos dificuldades para a coleta das amostras de
seiva, 0 que resultou na auséncia de alguns tratamentos.

De acordo com as dosagens por HPLC, de todos os aminoacidos encontrados na seiva
do xilema. a ASN foi a de concentragdo mais alta. Em todas as espécies, tratamentos e estadios
de desenvolvimento. a ASN representou de 50 a 70% dos aminoacidos transportados
(TABELA 2}

Em (O juncea e . speciabiiis. a concentracko de ASN foi um pouco maior no
tratamento  sem nodulacdo. No caso de O mucronaia. observa-se que o nivel de ASN ¢
aproximadamente 1gual nos dois tratarnentos. Para este mesmo aminoacido. em C. speciabilis,
nota-se que quando a planta =sta em estadio floral. ocorre um ligeiro aumento na sua
concentragao.

Depois da ASN. os aminoacidos ASP e GLN foram os mais abundantes. sendo que o
ASP s6 foi superado por GLN uma unica vez. no tratamenio sem nodulacdo e no esitadio
vegetativo em (. juncea. Nos demais casos. independente da especie, tratamento ou estadio de
desenvolvimento. o mivel da concentragio de ASP foi sempre muito mais elevado
{aproximadamente 10 vezes maior) que o de GLN.

Em . juncea, observa-se que os aminoacidos transportados preferencialmente,
ASN e GLIN, sdo os anicos que aparecem em maiores concentragdes no tratamento sem
nodulos. Os demals aminoacidos nesta especie apresentaram uma malor COncentracic no

tratamento com nodulacio.

Exceruando-se a2 ASN, ASF ¢ GLN. a concentragdo dos demais aminoacidos foi baixa

(TABELA 2).

46



TABELA 2-Quantidade relativa de aminoacidos encontrados na seiva do xilema de algumas

espécies de Crotalaria noduladas e ndo noduladas em dois estadios de desenvolvimento (vsn-

vegetativo sem nodulo, ven- vegetativo com nodulo, fsn- floral sem nédulo, fen-floral com

nodulo). Os aminoacidos HIS, GLY. TYR. MET, PHE. ILE. LEU e LYS foram retirados da

tabela por apresentarem concentragdo menor que 1,5 % * Aminoacidos néo detectados.

Amino- Teor de aminoactdos ( % )
acidos C. gramtiana | . (. mrecronaia (" spectabiiis C. juncea
Vs fsn fen fsn VSn ven VSI VCR
ASP 27,81 2097 12.77 1958 24_43; 21.97 5.22 7.58
GLU 1.74 1.56 2.85 2.03 1.58 3.61 0.63 1.65
ASN 52,69 67.40 69,12 6378 5738 51296 7030  56.63
SER 1.04 1,39 1.97 0.71 G.80 0.69 0,70 1.86
GLN 2,06 1.03 3.66 3,43 8.00 2.96 13,08 6,52
THR 1.76 1.03 1,88 1.79 1,71 1.62 1,55 2.62
ALA 1.37 0.59 2,15 * 0.81 0,65 0,69 1.56
GABA 1.74 1.65 1.80 * * 2.93 1,38 1,23
VAL 2,42 1.99 1.80 2.35 2.30 610 1,31 2.24
PRO 2.14 1.36 1.3G 0.88 1.67 | 0.65 0.27 6,27
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m fato interessante a ser ressaltado e guanto a concentracdo de GLU Parza todas as
espécies e em todos 0s estadios de desenvolvimento. emborz os valores fossem pequeﬁos. a
concentracio de GLU sempre foi malor nas plantas gue apresentavam nodulacio.

(. mucronaia apresentou a menor diversidade de aminoacidos. Quatre aminoacidos
(HIS, GLY.TYR e MET) dos dezenove determimados ndo compunham a seiva desta especie. A
determinacio da composicdo dos aminoacidos mostrou que TYR e MET também n&o estavam
presentes na seiva de (. speciabilis.

Com base em tais resultados. pode-se afirmar que as quatro especies analisadas utilizam
preferencialmente aminas como principal composto transportador de N, Entretanto isto néo
pode ser generalizado para todas as especies de (rorgdaria tendo em wista © numero de

espécies estudadas.
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5-DISCUSSAO
5.1-DEPENDENCIA DA ENZIMA ASNase AO K*

A forma enzimatica independente de K™ foi a mais encontrada para a enzima ASNase
no metabolismo das espécies estudadas do género Crotalaria. Foram encontradas oito especies
independentes e cinco dependentes. A forma independente so havia sido registrada na literatura
para algumas especies do género Lupinus. como Lupinus polvphviius, (SODEK er al, 1980)
Luptnus angustifolius e Lupinus arboreus (CHANG e FARDEN, 1981), que sio nativas de
regides temnperadas .

A ocorréncia de um grande numero de espécies com ASNase independente de K7 num
mesmo género € um fato inédito na literatura. Isto sugere que apesar dos poucos regisiros esta
forma enzimatica seja amplamente distribuida entre as leguminosas. Resta saber se ela tem uma
grande ocorréncia entre leguminosas tropicais, uma vez gque pouco se conhece sobre esta
enzima em plantas de chma quente.

A presenca das duas formas enzimaticas nio foi verificada numa mesma espécie e em
um mesmo tecido, porém CHANG e FARDEN (1981), trabalhando com L. angustifolius e
L. arboreus, verificaram a ocorréncia das duas formas na mesma especie, mas em Orgaos
diferentes. Estas espécies apresentavam ASNase independente de K™ nas sementes € ASNase
dependente na folha, apesar do nivel da enzima ser baixo nos extratos de folhas (o que
provavelmente ndo se deve a forma enzimatica. mas ao que ja foi discutido anteriormente sobre
a major distribuicio da ASN aminotransferase nestes 6rgaos). Deste modo, apesar da bamxa

atividade. € possivel se encomtrar as duas formas enzimaticas numa mesma espécie.
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SODEK et al. (1993), utilizando a metodologa de "Western-blot” com extrato bruto de
sementes imaturas de ervilha (especie dependente de K7) e anucorpo de L. polvphvilus
(independente de K™ ), verificaram uma reacdo positiva, embora a banda tenha apresentado
uma baixa intensidade. Esta reacdo positiva nio se repetiu quandoe o extrato utilizado de ervilha
estava parcialmente purificado. mas considerando-se a sensibilidade desta técnica na deteccao
do antigeno, levanta-se a possibilidade da existéncia das duas formas num mesmo tecido. Neste
caso a forma independente de K™ estaria presente em niveis baixissimos e a enzima poderia ter
sido descartada durante o processo de purificacdo. Em nosso trabalho. para as especies
apresentando dependéncia de K7. foi observada atividade residual da ASNase guando o© K™ foi
retirado do meio de incubacdo. Apesar de nao sabermos a razac desta baixa atvidade, podena
ser descartada a possibilidade de um baixo nivel de ASNase independente de K™, pois o ensaic
imunoquimico era sensivel o suficiente para detectar nos extratos brutos que foram utilizados,
uma outra forma enzimatica, obviamente desde que houvesse reacio entre a forma de ASNase
e o anticorpo de Lupinus. Uma possivel explicacdo seria a nao dessalinizagdo total em
Sephadex dos extratos brutos, ou erros experimentais. dada a dificuldade e variactes do
metodo.

A obtencio de um anticorpo para Crofalaria esclareceria esta questdo, porem tendo em
vista a predomindncia de uma das formas de ASNase nas sementes de cada especie,
aparentemente a presenca da outra forma teria pouca significancia fisiologica.

Um outre fato também imteressante foi a relacio guimiotaxondmica que poOde ser
claramente verificada para as espécies aqui estudadas. Notamos que existe uma relagdo direta
entre os caracteres morfologicos da folha e a forma enzimatica da ASNase, ou seja, todas as
espécies unifolioladas estudadas tém em comum a dependéncia de K™ para esta enzima. Ja as
espécies de Crotalaria trifolioladas mostraram ter exclusivamente a forma independente de K~

para ASNase. No entanto, sabe-se muito pouco sobre a presenca de ASNase nas folhas. Um



dos poucos registros em literatura (SIECIECHOWICZ et al., 1985, STREETER, 1977)citam
a baixa atividade desta enzima nas folhas de ervilha e evidencia a alta atividade da ASN
aminotransferase nas folhas desta espécie para a metabolizagio da ASN translocada pelo
xilema.

Pela bibliografia consultada pudemos verificar que algumas relagdes quimiotaxondmicas
para espécies deste género ja foram estabelecidas. PILBEAM (1979) observou uma intima
correlagdo entre a complexidade da flor e a ocorréncia de determinados aminoacidos em 163
espécies de Crotalaria.
de que haja uma estreita interagio entre os caracteres morfologicos e bioquimicos para as
espécies que compdem este género.

Porém nfio existe nenhum estudo que explique esta relagio observada. Apesar do
nimero de espécies estudadas, até surgirem evidéncias que contrariem a idéia, parece que este

fendmeno pode ser devido a alguma relag@o genética

5.2-ENSATOS IMUNOQUIMICOS

Em estudos realizados por LEA er al. (1984) foi purificada a ASNase independente de
K* do cotilédone imaturo de L. polyphyllus, a partir da qual obtiveram o anticorpo policlonal.
Os testes de imunodifusio realizados mostraram ocorrer uma diferenciagio por parte desse
anticorpo para as ASNases depedentes e independentes do ion nas diferentes espécies de
Lupinus estudadas. Neste trabalho foram observadas reagdes positivas entre o anticorpo e
L. polyphyllus e L. angustifolius (espécies independentes de K ) e auséncia de reagfio entre o

anticorpo e L. albus e L. mutabilis (espécies dependentes do ion).
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Posteriormente, LOUGH er o/, (1992) purificaram a ASNase independente de K™ de
sementes imaturas de Lupinus arboreus. A partir desta enzima punficada for produzido um
anticorpo policlonal )e realizados testes de imunodifusio com algumas especies de Lupinus
(L. polyphyilus, L. angustifolius. L. arboreus e L. albus), sendo que as trés primeiras possuem
ASNase independentes de K™ e L. albus, ASNase dependente do ion. De acordo com os dados
obtidos, os autores sugerem que ha uma especificidade entre o anucorpo e a2 ASNase
independente de K™ para as especies estudadas de Lupinus .~ Os dados mostraram a reagho
positiva entre © anticorpo para ASNase independente de K™ com as espicies deste género que

também possuem esta forma enzimatica. € & ausencia de reacao quando a forma da ASNase

testada contra o anucorpo era a dependente do ion. Neste trabalho. os resultados sugerem um
alto erau de homologia entre ASNases independentes de K7 &7 Lupimis

Porém. em nossos estudos com © anticorpe de L. polipinvilus. nio consiaiamos essa
especificidade de reacdc entre a forma enzimatica do anucorpo e a forma enzimatica do
antigeno {embora os antigenos fossem as especies de Croalaria dependentes € mdependentes
de K ). Talvez o grau de homologia entre as moiéculas de ASNase independente de K™ de

Lupinus e Crotalaria nao tenha side alto o suficiente para que a reaco ocorresse.
5.2.1-IMUNODIFUSAO

(O uso do anticorpo para a ASNase independente de L. polyphviius com extratos de
varias espécies de Crotalaria empregando a técnica de imunodifusio resultou na auséncia da
reacio antigeno-anticorpo. Porem os resuitados negativos parecem nao ter grande significancia,
levando-se em conta que a reacdo tambem nio foi observada com o proprio extrato de

L. polvphyllus. Acreditamos que o problema esteja relacionado com a sensibilidade do método,



tendo em vista © aparecimenic de bandas quando se uulizou a técnica mais sensivel de

eletrotransferéncia (“Western-blot™).
£.2.2-TESTE IMUNOLOGICO EM M EMBRANA DE NITROCELULOSE

Nas membranas de nitrocelulose. para a qual foram transferidas as protemas dos
extralos b_mtoa foi detectada a reacdo antigeno-anticorpo apenas com o extrato de duas
especies de Crolalaria, além da reacdo cam o proprio L. polvphviius,

Embora o anticorpo utilizado nas reacdes para determinagdo da presenca da ASNase
tenha sido produzido a partir da enzima independente de K7 de L. polyphvilus. nidc se
estabeleceu uma relagio de reconhecimentio entre a molecuia do anticorpo e a enzima pela
forma enzimatica independente deste 1on. Isto pode ser observado pelos dados positivos com as
especies tanto dependente de K¥ {C. junceay como independente do ion (C. swiata). Deste
modo, sugere-se que a porgao da molécula de ASNase onde se iga o anticorpo especifico para
esta enzima N30 € & mesma porcao que determina a dependéncia ao K™ Para as espécies que
reagiram positivamente contra o anticorpo. podemos inferir que suas ASNases possuem um
sitio de ligacao similar e compativel com © anticorpo, onde este se liga e promove a reacio.

RBaseados nos resultados referentes aos Rms das bandas de reagdo da enzima com o
anticorpo, notamos uma diferenga na mobilidade da ASNase de L. polyphvilus e das espécies
de Crotalaria . Estes resultados nic estdo em concordancia com o que foi observado por
LOUGH (1992) em Lupinus, onde as trés espécies independentes reagiram positivamente com
o anticorpe € apresentaram a banda de reacdo na mesma posi¢ao da banda da enzima purificada
(gue serviu de antigeno pare 2 producdo do anticorpo). AGUIAR (dados ndo publicados)
tambem encontrou valores de mobilidade diferentes para a ASNase de Croialaria e L.

polvphvilus . Sugerimos que o fato dos Rms serem diferentes entre o Lupinus e as espécies de

LA
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Crowalaria pode ser devido a diferenca de peso molecular entre as ASNases destas especies.
uma vez que 0s Rms apreseniaram uma diferenca consideravel {{" juncea Rm=05, . smriata
Rm=04 e L. polyphvilus Rm=0.8).

Esta situacdo levanta a hipotese, ainda que remota, de que a reagdc possa estar
ocorrendo entre o anticorpo e uma outra molécula qualquer que ndo sela a ASNase, mas que
possua em sua conformacio molecular uma sitio de ligacio compativel ao anticorpo,

De qualquer forma, antes que se teste a presenca da reacAc antigeno-anticorpo

utilizando © anticorpo produzido a partir de Crofa/aria. ndo deve ser feita uma generalizacéo

_quanto aps fatores que determinam 2 reagdo entre o anticorpo e o antigeno. pois se a reagdo

ocorresse em funcdo da forma enzimatica. mesmo utlizando Croialaria. nossos resultados

confirmariam os dados obtidos por LEA (1984) e LOUGH (1992).

z 3.UREIDEOS E AMINCGACIDOS LIVRES

Em um dos tratamentos de . mucronaia, constatou-se que o nivel de ureideos e
aminoacidos foi o mais elevado comparativamente com as demais especies. A concentragao de
alantoina e acido alantoico (270 nmoles/ml}) para esta esp'éc%e no tratamento floral sem nodulos
foi aproximadamente CINCO VEZes MAIOT gue a CONCENtracao destes mesmos COMPOSIOS para
C. spectabilis (55 nmoles/mi) e C. juncea (60 nmoles/ml) no mesmo tratamento.

Uma snuacdo similar foi observada quanto ao nivel de aminoacidos para estas mesmas
espécies e no mesmo tratamento, ou sejz, a concentragdo de aminoacides tambem foi
aproximadamente cinco vezes mator em (. mucronaia (9500 nmoles/ml} do que em

1™

C. spectabilis (2.300 nmoles/mi).

L
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isto pode ser devido ao fato do exudato desta primeira especie provavelmente estar
mais concentrado do que o exudato de ( speciabilis e (. juncea no momento da coleta, haja
visto o fato da concentragic tanto de ureidecs como de aminoacides ter aumentado
praticamente na mesma proporgao em C. mucronata.

Este aumenic na concentragdo dos compostos nitrogenados em (. mucronata
provavelmente nao foi causado por estresse hidrico, uma vez que a concentragdo de PRO,
aminoacide que sempre aparece em nivels mais elevados quando a planta ¢ submetida a este
tipo de estresse. nac apresentou alteracdes consideravess.

0 estudo comparative entre os niveis de ureideos e aminoacidos dolsados nas treze
espécies de (rolalaria em quesido. independentemente do tratamemto ¢ do estagio de
desenvolvimento. mostrou que quase todas as moleculas de N translocadas da raiz ate a pare
aérea da planta estavam na forma de aminoacidos.

Quanto aos compostos mirogenados transportados na seiva das leguminosas,
SCHUBERT (1986} ¢ PATE (1973} citam os ureideos como os principais constituintes com N
para as leguminosas tropicais noduladas como Glyeine. Phaseolus e ligna. Segundo estes
autores . OCOITe nestas leguminosas tropicais a utilizacko preferencial em translocar
aminoacidos (basicamente ASN e GLIN) guando as plantas niac apresentam nodulacéo.
OHYAMA e KAMAZAWA (1979) verificaram que em plantas noduladas de Glycine e Vigna,
os ureideos representam cerca de 80 % do N fixado nos nodulos.

De acordo com nossos dados, observamos gue mesmo nes tratamentos com nodulagdo,
ndc foi verificada uma elevacdc na concentracdo de ureideos, pelo contrario, em todos as
espécies. tratamentos e estagios de desenvolvimenio. a concentracdo de aminoacidos
(principalmente ASN) sempre superou a concentragdo de alantoina e acido alantdico.

I interessante ressaliar que as ieguminesas tropicais citadas acima e que transportam

ureidecs quando as suas plantas apresentam nodulagdo, pertencem a uma mesma tribo

n
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(Phaseolae), e que o género Croialaria esta inserido em outra tribo (Croialarieae), que devido
aos poucos estudos ainda no se conhece a forma de transporte de N.

Para legumincsas de clima temperado como Pisum, Lupinus, Vicia. Trifolium,
Medicago e lotus, constatou-se que. assim como em Crotalaria. os aminoacidos sdo os
compostos nitrogenados predominantes na seiva, seja a planta nodulada ou nao. Uma diferenca
a ser ressaltada é que as leguminosas de clima temperado citadas transportam preferencialmente
ASN e GLN (SCHUBERT. 1986 ¢ PATE. 1973) e que para Croialaria observamos ASN e
ASP como constituintes principais da seiva.

O alto nivel na concentracdo de ASP em Croralaria pode estar associado a presenca na
raiz de alcumas enzimas. como por exemplo a ASNase. que hidrolisarian a ASN formada nesta
regiao.

Sugerimos entdo que. para as especies estudadas de (roialaria. as concentragdes de
ureideos e aminoacidos transportados pelo xilema nzo sofrem alteragdes se a fonte de N for ©
NO3~, ou se o N for obtido na forma orgamea (pela fixagao simbiotica).

Segundo SCHUBERT (1986). a ASN ¢ mais soluvel que 0s ureideos. Tendo em visia a
capacidade colonizadora das espécies do genero Crotalaria para ambientes perturbados. onde
em geral as plantas sdo submetidas a escassez de 4gua. a producao de ASN preferencialmente a
producio de ureideos daria a estas plantas uma vantagem competitiva em relacio as demais.

Existem outras vantagens na utilizacio de ASN como composto transportador de N
Ela possui uma relagio C:N de 2:1 (o que ¢ relativamente alto para aminoacidos)
(PATE, 1973), é mais solavel que os ureideos (SCHUBERT, 1986), mais estavel gue a GLN
(LARSEN. 1980) ou ureideos em solucdo (PATE. 1983) e ¢ movel em pH fisiologico
(PATE, 1980; McNEIL ef a/., 1979). Outro fator importante € que se trata de um aminoacido

neutro, que nio sofre metabolizagéo durante o transporte e que tem uma relativa faciidade em



ser translocado do xilema para o floema da planta. posteriormente sendo descarregado nos
orgdos dreno.

A existéncia ou nio de nodulos na raiz parece ter eifeite na concentragio dos
aminoacidos que compdem a seiva.

STREETER (1972) encontrou na ASN o constituinte principal da seiva de plantas de
soja noduladas. Postertormente. McCLURE e ISRAEL (1979) notaram que a ASN era o

principal aminoacido tanto para plantas noduladas como nao noduladas de soja, porem a

concentracao de ASN era diferente nos dois tratamentos. Nas plantas noduladas, 53 % da

representava um total de 73 % dos transportados na seva

Apesar de nosso resultados ndo serem conclusivos como os de McCLURE e ISRAEL
(1979). pudemos notar algumas variacdes no nivel de concentragao de ASN para C. spectabilis
e C. juncea. onde 0s tratamentos com nodulagdo apreseniaram uma CONCENIracao de ASN
menor (respectivamente 53 % e 57 %) que os tratamentos ndo nodulados {aproximadamente
60 % e 70 %o respectivamente).

Embora ocorra uma pequena diminuicdo no teor de ASN nas plantas noduladas. este
amincacido continua sendo a principal fonte de transporte de N da seiva do xilema das especies
de Crotalaria. Isto demonstra o imporiante papel da enzima ASNase nestas plantas e
principalmente nas sementes imaturas das espécies deste género. dado o envolvimento desta

enzima na metabolizacdo da maior parte do N que chega ate estas sementes.
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