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1. INTRODUGCAO

Dentre as leguminosas tropicais e sub-tropicais, a =ois
destaca~se como a praincipal fonte de divisas para o pais Além da
sua importancia economica, apresenta uma caracteristica importan-
te que € a fixacdo simbidtica do nitrogénio atmosférico. Este
processo de fixag3oc dispensa parcial ou completamente a necessi-
dade de arlicacac de solutos nitrogenados em leguminosas. No caso

EY=RE-W POy exemplio, is8te representa ums economia de 75 X do

in

s~
tos com Ffertilizantes (DUBEREINER, 198%). HNesta simbiose, o5
principals compostos nitrogenados transportados pela corrente
transpiratdoria das plantas de soja sao os ureideos (alantoina e
dcido alantoico), embora guantidades apreciaveis de asparagina
possam estar presentes (MATSUMOTO et al, 1974, McCLURE & 1I5-
RaEL, 1979, STREETER,1979) . Trabalhos com 19N tém mostrado aue os
ureildeons sao o0s principais produtos da fixacBo simbidtica, en-
quanto que a asparagina esta mais agso;iada com a redugdo e a as-
simila¢io do nitrateo (OHYAMA & KUMAZAWA, 1979).

0 papel das amidas (glutamina e asparagina) e ureideos
(alantoina e acido alantodico) na nutricio de sementes de soja em
desenvolvimento tem sido recentemente estudadas (RAINBIRD et al,
1984) . Utilizando-se duas técnicas, a do tegumento vazio, desen—
volvida por THORMNE & RAIMBIRD, 1983 e a do pulso radipativo, o©s
autores acimé chegaram a conclusi3o que a glutamina € o principal

soluto nitrogenado excretado pelo tegumento, seguido pela aspara-

[N



gina e que 0s ureldeos dificilmente chegam aons cotilédones. Ecstas
tecnicas nos forneceram informa¢Oes importantes sobre os compos-
tos translocados & que efetivamente chegam aos frutos. Entretan-
to, falham na demonstrag3c do processo de biossintese de protei-
nas de reserva nas sementes, Jja que apresentam curta duragio
(quest3o de horas).

Uma outra tecnica, a cultura de cotiledones imaturos de
sojJa  in vitre”, desenvolwvida por THOMPSON et al, 1977, tem sido
utilizada com muito sucesso, visando estudar principalmente o me-
tabolismo de substdncias nitrogenadas em soja (RAINBIRD et al,
1984; HAGA & SODEK, 1987, TOMNIN, 198B8). Esta tecnica tem mostrado
que as principails fontes dé nitrogénio isoladas foram a glutami-
na, seguida da asparagina, 3s quais resultaram num aumento dos
teores de proteinas de reserva nos cotileédones. Us ureideos nio
foram fontes muito eficientes para este tipo de estudo.

Comop os ureideos nao atingem os cotilédones das semen-
tes de soja "in vivo', e se o farem seus teores s3oc irrelevantes
comparados & vagens e tegumentos (RAINBIRD et al, 1984), faz-se
necessario desenvolver um sistema de cultura "in vitro” que per-
mita estudar o metabolismo das substancias nitrogenadas que the-
gam aos frutos de soja. Tentativas foram feitas para desenvolver
sementes de soja em vagens destacadas in vitro' por THOMPSUON et
al, 1977; OBENDORF et al, 1983. Resultados positivos so foram
conseqguidos gquando as vagens permanecevam totalmente imersas ne
meio de cultivo. Quando as vagens foram mergulhadas parcialmente

no meio, ndo se conseguiu qualguer reproducibilidade dos resulta-



dos, pois as sementes apresentaram crescimento erritico om rela-
tao as plantas de origem (0OBENDORF et al, 1983) fota lecnica,
entretanto, inviabiliza o estudo do transporte de substi3ncias ni -
trogenadas, ja que coloca o meio de cultivo em contate diveto com
a vagem.

Ate o presente momento, n3o se conseguiu fazer com gque
sementes de soja se desenvolvam em vagens destacadas em rcontaton
dirgto com o ar, com a entrada de nutrientes pelas vias normais
de transporte. Para isto, foi objetivo deste trabalho desenvolver
uma técnica que permita o cultivo das sementes, variando-se com-
postos nitrogenados a elas fornecidos, tais como glutamina, aspa-
ragina, acido alantdico e alantoina e ainda outras fontes orgini-
cas € 1norganicas de nitrog@énio, analizando-se também o transpor-
te e teores de aminodcidos, ureideos e proteinas de reserva em

sementes de soja.




2. 0OBJETIVO

Desenvolver um sistema de cultura de vagens de soja in
vitro', que possibilite estudar, dentro da planta, a eficiéncia
da utilizagao pele fruto de compostos nitrogenados, principalmen:
te amidas, ureideos, aminoacidos basicos, acidos e neutvos, ni-

trato e ambnia.




3. REVISAO DE LITERATURA

0 transporte 4 longa distincia de solutos nitrogenados
em plantas vasculares, ocorvre pelo fluxo em massa do wilema das
’ L . > Lo L4
raizes para as regioes de transpiracao nas partes aereas e o flu-
xo do floema de orglos fotossintéticamente ativos, para os locais
onde o0s fotossintetizados s3o0 consumidos no crescimento ou arma-—

zenados (PATE, 1986) .

0 Ffloema da planta de origem supre em média 98 % do

carbonog, 89 % do nitrogénic e 40 % da sgusz que entra no fruto de
LUpinus. 0 nitrogénio restante & a agua podem ser supridos pelo

xilema e o carbono remanescente pela prdpria atividade fotossin-
tética do fruto (PATE et al, 1977).

A sacarocse contem 99 % do carbono do flpema, enquanto
que 3 asparagina e glutamina de 75 a 85 ¥ do nitrogenio do xilema
e floema da plantas de ervilha e Lupinpus (LEWIS & PATE, 1973; AT-
KINS et al, 1975). Alem das duas amidas, foi determinado por LAY~
ZELL & LA RUE (1982), que os ureldeos foram és principais salutos
organicos encontrados no exsudate do xilema em plantas de soja
nodulada. 0% sutores demonstraram que estes compreendervam 63 %
dos compostos nitrogenados medidos € 91 % do nitrogénio detecta-
do. A maioria do nitrogénio restante estava associado com as ami-
das asparagina (4.7 %) e glutamina (1.3 %) . Praticamente os mes-
mos vresultados . foram observados por RAINBIRD et al (1984), nos

quais na composi¢3o da seiwva do xilema de plantas de soja, os




ureidens compreenderam 82 % do nitrogénio transportado, sequidos
pela asparagina (12 %) e glutamins (2 %) . Como podemos observar,
estes quatro compostos devem desempenhar papéis dominantes na nu-
tric3o de frutos e sementes, especialmente quando as reservas
destes estdo sendo elaboradas.

No c¢aso especifico soja, tem—se mostrado gue o trans-
porte de subst@ncias nitrogenadas das raizes para as partes ad-
reas dependeram principalmente das condi¢bes de cultivo. Guando
da presenca de nodulacio, estudos realizados por OHYAMA & KAMAZA-
Wa (1979) com 15N3 maostraram que as principais substincias nitro-
genadas foram o0s ureideos. Na auséncia de fixacl3o simbidtica dp
nitrogénio, a asparagina foi a principal substlncia nitrogenada
translocada das ralizes para as partes aéreas.

Nos caules, tanto a asparagina guanto a alantoina podem
se acumular, comp cobserwvado por SERRES et al (1985), embora 0
dcumulo de asparagina nestes dra3cos foi mais precoce do que oS
ureldeos. A reserva desta amida diminuiu mais rapidamente no pe-
riodo do preenchimento das sementes, nas duas variedades de soja
estudadas .

Poucos trabalhos, entretanto, tém dado 8nfase ap arma-
zenamento de asparagina em taules e peciolos. Entretanto, o mesmo
n3o acontece com ps ureideos.

Em sojga, STREETER (1979) demonstrou que 0s caules & pe-—
ciclos acumularam altas concentracOes de N-ureideos, igual ou su-
perior a 335 % do nitrogénio total durante os estiagios iniciais da

formag3o das sementes. 0 mesmo foi observado por WAREMBOURG &




FERNANDES (1985%), pois durante os dltimos estagios da fixacio o
Np, uma grande proporgac do nitrogénio fixado acumulou nos caules
e peciolos, provavelmente na forma de ureideos para posterior
transferéncia as sementes &m desenvolvimento,

Numa outra leguminosa tropical, o caupil, autores tem
demonstrado gque o0s caules e peciolos tambem acumulam ureideos
(HERRIDGE et al, 1978, ATKINS et al, 19827

Dos ureideos estocados em caules e peciclos, parece que
ha uma tendéncia de armazenamento de alantoina em delrimento do
acrido alantoico, como observado em caupi por HERRIDGE et al
(1978) e ATKING et al (1982), em sojs por STREETER {(1%979) e LAY~
ZELL & LA RUE (19825 .

Quanteo a funcio, ops urelideos armazenados nos caules pa-
recem ser de primordial importancia para a formagio das sementes,
ja que STREETER (1979) notou que exsudatos de caules, coletados
sob condicOes de campo, nos estdgios que precedem a floragdo con-
tinham em media mais N-amino do que N-ureideo. A quantidade de
N-ureideo movimentando-se pelo caule foi de 2 a é vezes maior do
gue © N-amino durante os estigios reprodutivos. 0 N-ureideo nos
caules e peciolos foi consumido ou exportado durante a formag3o
das sementes, pois pouca quantidade permaneceu neste tecido a ma-
turidade das sementes. Este resultado reforga entBo o trabalho de
MATSUMOTO et al (1977), no aual as plantas de soja nao noduladas
actumularam gradualmente alantoina nas ralzes g caules, acdmulo
este utilizado para o crescimento vegetativoe e ent3ao consumida

efetivamente na formac3c das sementes.




Mps taules € peciolos, © metabolismo dos urelideos pode
ser intenso, pois em caupi, ATKING et al (1782) demonstraram que
todos os orglos das plantas mostraram atividade urgaolitica signi-
ficativa metabolizaram a alantoina marcada com 14¢ a COp.

Nos frutos, © primeiro local que recebe 0% compostos
nitrogenados s3n as vagens. As paredes das vagens podem entio ar-

“mazenayr € poﬁteriormente redistribuir as substincias nitrogenadas
(THORNE, 197%).

As substancias nitrogenadas armazenadas NnoOS tecidos das
paredes das vagens em desenvolvimento de feijao € soja foram
principalmente ureideos, COmMO obgevrvado POV THOMAS et al (1980) e
THOMAS & SCHRADER (198117, re&pectivamente‘

Para $0Jja, GOMES & SODEK (1984) mostraram Que os ami-
noacidos @ ureideos aumentayam muito nas vagens expandidas, mas
caem a valores muito baixos durante © periodo de preenchimento
das sementes. Dentre as substancias nitrogenadas armazenadas,
PEOPLES et al (1985a7, tyabalhando com caupi, demonstraranm que as
amidas asparagina € glutamina foram 0% constituintes dominantes
das vagens, responsaveis por 6@ % do nitrogénio soluvel total até
o _160 dia apos B3 antese, quando a asparagina declinou e as €On~
centragBes de NHg" aumentaram.

Ao gue tudo indica, as vagens das plantas de spja podem
funcionar como fonte~dreno, pois B€ 2 quantidade de assimilados
que chegam hg sementes sX0 altas, as taxas de crescimento destas
tambeém © B0, as vagens atuam COmMO dreno g 0 peso0 SECO das pave-

3

des das vagens aymentam‘ Contudo, se & dieponibiiidade de assimi-




lados para os frutos for baixa, a parede da vagem atua como uma
fonte e o peso das paredes das vagens declina (FADER & KOLLER,
19851} .

Dentro do processo de redistribui¢3o das substancias
armazenadas nas paredes das vagens, autores tém demonstrado em
caupi, ervilha e soja (PEUPLES et al, 1985; STOREY & BEEVERS,
1978; GOMES & SODEK, 1984), a presenga de enzimas chaves do mebta-
bolismo do nitrogénio.

PEOPLES et al (1985a) detectaram em vagens de caupi
atividades maximas das enzimas urease, alantoinase, asparaglnase
e asparagina aminotransferase antes da fase de preenchimento das
sementes. As vagens também mostraram altos niveis de glutamina
sintetase, sintetase do glutamato dependente de NADH e metil-vio-
logénio. A atividade da sintetase do glutamato ligada ao wmetil-

viclogénio e a asparagina piruvato aminotransferase foram res-

tritas as vagens.

GOMES & SODEK (1984), para soja determinaram que a ati-
vidade da alantoinase fol maxima nas vagens (29 umol vagem“1 TR
apos estas estarem completamente expandidas.

Estes resultados nos sugerem, portanto, gque uma das
principais fungbes das vagens pode ser o metabolismo dé substan-
cias nitrogenadas e seu transporte para as sementes como  oubros
compostos.

IDas wvagens as substincias nitrogenadas se dirigem para

s cotilédones. Entretanto varias delas podem ser metabolizadas

pelos tegumentos das sementes. Uma das tecnicas utilizadas para a




verificacio deste fato ¢ a tecnica dos tegumentos vazios utiliza-
da por MURRAY & CORDOVA-EDWARDS (1984a), RAINBIRD et al (1784) e
GIFFORD & THORNE (1984) .

RAINBIRD et al (1984), verificaram ent3o, em plantas de
soja noduladas aque 8 principal substancia nitrogenada liberada
pelo tegumento das sementes fol a glutamina,, chegando a atingly
52 % do nitrogénio total, seguida de asparagina (1% %) @ arginina
g histidina na propor¢ao de 5 e 4 %, respectivamente. fioamOnia B
outros aminoacidos constituiram O nitrogénio restante. Pratica-
mente n3o ocorreu aqualguar liberagap para 0S5 cotiledones, de
alantoina e acido alantdico. Confirmaglo deste fato foi demons-
trado tambem por GIFFORD & THORNE (1986), 0s 9uails enconbraram
como principails splutos liberados pelos tegumentos a glutamina €
asparagina.

£m caupi, PEOPLES et al (198%a) encontraram COmO prin-
cipais solutos liberados pelos tegumentos 2 glutamina, asparagi-
na, histidina, arginina, serina e alanina.

Com a tecnica do pulso radioativo, introduzido na cor-
rente transpiratoria, MURRAY & CORDOVA~EDWARDS (1984h), demons-
traram que e ervilha, a glutamina e pouco metabolizada nos tegu-
mentos. Se for aplicado asparagina, a principal forma de nitroge-
nio transmitida dos tequmentos para 0% cotileédones 530 3 glutami-
na, alanina & $aCcar0se. Realmente isto acontece pois GOMES & S0~
DEK (1984 encontraram altas atividades de agparaginase nos pstd-
gios finalis da maturagio das sementes de soia. COKER & SCHAEFER

(198%), tém demonstrado gque em tegumentos das sementes de soja, @&

R



atividade de sintetase do glutamato foi de 7 a 12 vezes maiores
que a atividade desta enzima nos extratos de cotilédones, gquando
tomou-se por base o peso fresco dos tegumentos e de 2 a 7 vezes
quando expresso com base nas sementes. 0s tegumentos degradaram
alantoina a CUp cevca de 4 verzes mais rapido do aque os cotilédo-
nes e 1.3 vezes do que as folhas. Para soja entB3c, a alta ativi-
dade de sintetase da glutamina e altas tawxas de degradac3o de
alantoina nos tegumentos em relacfo ao cotilédone suportam o pon-
to de vista que "in situ”, os ureideos sio degradados e o nitro-
geénio resultante € convertido em glutamina dentro dos teaumentos
das sementes. Reforcando esta ideia WINKLER et al (1989), eatu-
dando a degradacdo de alantoato, demonstraram que o0s niveis de
atividade da enzima que degrada o alantoato, dependente da produ-
¢80 de glioxilato (alantoato amidohidrolase) foram relativaments
altos em extratos crus de vagens, tegumentos das sementes e coti-
lédones na metade do desenvo}vimentc. Os tegumentos das sementes
tinham a mais alta atividade especifica com base no peso fresco e
toi consistente com os dados de RAINBIRD et al (19843, os quais
mostraram 9que estes liberam apenas quantidades tragos de ureideos
para os embrides.

Alem das enzimas acima descritas que apresentam altas
atividades em tegumentos de sementes de soja, outras plantas po-
dem apresentar altas atividades de asparaginase, alfa cetogluta-
rico aminotransferase e glutamato sintetase como observadao por
MURRAY & KENNEDY (1980), em tegumentos das sementes de ervilhas.

SODEK et al (1989 mostraram altas atividades de asparaginase de-

il



pendente de potassio, na testa das sementes da mesma espeécie

Umé vez que as substancias nitrogenadas chegam aos co-
tilédones, sdo utilizadas principalmente na biossintese de pro-
teinas de reserva.

No estudo do preenchimento das sementes, vidriuvs autores
tém wutilizado a técnica da cultura de cotilédones imaturos “in
vitro”. Das substancias nitrogenadas, as amidas & os ureildeos fo-
ram as principais fontes de nitrogénio utilizadas. Com esta téc-
nica varios autores tém demonstrado gue as melhores fontes de ni-
trogénio utilizadas para a biossintese das proteinas de reserva
foram principalmente a glutamina e asparagina como os trabalhous
de THOMPSON et al (1977); LEA et al (1979); HAGA & SODEK (1987
TONIN (1%88). Embora a GLN nio tenha sido uma fonte tao eficiente
como @ asparagina em cotilédones imaturos de ervilha em cultura,
observados por MILLERD et al (1973), isto pode ser devido ao
efeito de autoclavagem, como explicado por LEA et al (1979}, no
qual o processo pode ter causado a conversao da glutamina em aci-
do glutamico e ambnia e por este motivo n3o se conseguiu propor-
cionar sintese de proteina em embrifes.

0s ureideos (alantoina e dcido alantdico) foram fontes
pobres de nitrogénio para a sintese de proteinas de reserva em
cultura de cotilédones isclados de qualquer epécie de planta es-
tudada (THOMPSON et al, 1977, LEA et al,1979; COKER & SCHAEFER,
1985; HAGA & SODEK, 1987; TONIN, 1988). Possiveis explicacOes pa-—
ra este fato sdo dados por COKER & SCHAEFER (198%5) os quais de-

monstraram que o NHg* liberado pela degradac3o dos ureideos nio



foi bem incorporado em proteinas, possivelments pelos baiwxas ni-
veis de atividade de glutamina sintetase, ou a taxa no gqual o
giutamato @ produzido foi insuficiente como substrato dé A551my -
lag3o da amonea. Uma outra idéia € dada por RAINBIRD et al (1984)
e relaciona principalmente com a baixa taxa de absoredo de ured -
deos pelo cotilédone "in vitro'.

As  conclusdes a que chegaram COKER & SCHAEFER  (198%)
discordam dos resultados obtidos por TONIN (1988) pois a sintebta-
se da glutamina além de ser uma enzima constitutiva dos cotiledo-
nes de soja, possui alta atividade guando em cultura de cotileédo-
nes 1solados in wvitro'.

Como podemos obserwvar a glutamina e asparagina s3do boas
fontes de nibtrogenio para a cultura de cotitédones “in  wvitro”
isto pode ser devido & altas atividades de enzimas gue degradam
estas amidas e é outras enzimas responsaveis pela producio de
aminpacidos & incorporagio destes em proteinas de reserva.

Com rela¢glc 3 asparagina, varios autores tem demonstra-
do que esta substancia nitrogenada pode ser metabolizada em coti-
léedones de algumas leguminosas estudadas. SODEK et al (1988,
IRELAND & J0OY (1981) encontraram em cotiledones de ervilhas altas
atividades de asparaginase. Em cotilédones de soja, GOMES & SONEK
(1984), TONIN (1988), demonstraram que o% maiores valores de abti-
vidade de asparavginase foram registrados durante o acumule de
proteinas nestes tecidos. TONIN (1988) demonstrou gue "in vitro”
a atividade da asparaginase nos cotilédones cresceu ate o 49 dia

no meio de cultivo, guando da radpida sintese protédica.



A glutamina, se aplicada como fonte unica de nitrogenio
pode ser metabolizada via GS/G0GAT em conjunto com a asparaginag-
se, como observade por MURRAY & KENNEDY (1988) em cotilédones de
ervilha, Os sutores conclairam gue o NH4+ liberado pela atuacao
da @asparaginase & evidentemente reassimilada pelas celulas dos
cotilédones conjuntamente pela ag8o da glutamato desidrogenase,
sentetase da glutamina e da GOGAT. PEOPLES et al (1983a) mostra-
ram <gque, em caupi, a fase de produc3u de proteinas de reserva
coincidiu com altas atividades de G5, GOGAT e oxiredutase do glu-
tamato.

STOREY & BEEVERS (1978) verificaram que a atividade da
sintetase do glutamato cotiledonar aumentou muito durante a fase
de crescimento de ervilha . SODEK et al (1989¢) trabalhando com 2
meema espeécie demonstraram que embora a atividade de GS ndo e
particularmente grande durante a fase mdxima da sintese proteica
nos cotilédones, ela esta sempre em excesso quando comparadas aos
niveis de asparaginase, sugerindo gue ela € provavelmente capaz
de assimilar a amOGnea formada nesta reagao.

Trabalho mais conclusivo sobre o metabolismo das amidas
e ureideos com relacg3o a0 processo enzimatico em cultura de cotai-
l1édones de soja “in vitro™” foi verificado por TONIN (1988>. 6 au-
tora demonstrou que a ALNase, GS e GOGAT mantiveram padrOes de
atividade crescentes durante um periodo de 8 dias tanto na planta
como nas culturas "in vitro”, independente da fonte ser alantoi-

na, asparagina ou glutamina.



Um fato interessante também foi observado pela autora,
pois a glutamina em meio de cultivo “in vitro” 1nibiu a atividade
da enzima asparaglnase em cotiledones isclados.

Dentro dos propositos desta revisdo bibliografica, ten-
tar-se-a ent3o neste trabalho, dar énfase ao comportamento  das
amidas e ureideos sobre o sistema de Uranspor te e incorporagan do
nitrogénio em proteinas de reserva em frutos de "explants’ de so-

Jja.




4. MATERIAIS E M&TODOS

4. 1. MATERIAL VEGETAL E CGNDICEEé DE CULTIVO

Neste trabalbho foram utilizadas sementes de saja (Gly-
cine max (L) Merril) cv. Santa Rosa, fornecidas pelo Instituto
Agrondmico de Campinas - S8o0 Paulo. As sementes foram colocadas
para germinar diretamente em vasos plasticos de 3 litros, conten-
do como substrato vermiculita previamente lavada. Apods a germina-
tao, as plantulas foram selecionadas, deixando apenas duas por
VASO, As plantulas permaneceram por um periodo de 1¢ dias sob
dias longos (18 horas de luz e & horas de escuro), quando ent3o
foram submetidas a dias curtos (9 horas de luz e 15 horas de es-—
curol, para induzir a floracBo, por um periodo de 7 dias. Em se-
guida, 0% vasos foram transferidos para mesas na casa-de-vegeta-
¢80 sob condigOes naturais de luz, temperatura e umidade relati-
va. Foram adicionados aos vasgs, duas vezes por semana, 250 ml de
uma solu¢l3o nutritiva completa de HOAGLAND (HOAGLAND & ARNON,
1950) . A irrigacgdo com dgua foi feita de acordo com as necessida-
des das plantas. As plantas permaneceram nestas condicdes até que
apresentassem vagens completamente expandidas e as sementes ocu-
pando todo o ldmen das vagens (cerca de 120 mg de matéria fresca

cada) .



Quando as sementes apresentaram os pesos de materia
fresca ideais, os vasos foram divididos em dois lotes, sendo que
um deles era utilizado para os "explants', enquanto que o outro

permanecla como controle "in situ”’ na casa-de-vegetacao.

4.1.1. Cultivo "in wvitro" em Condi¢Bes Semi-assépticas

Para o cultivo "in vitro”, as plantas eram levadas ag
laboratorio, completamente desfolhadas, deixando-se apenas as ba-
ses dos peciolos e uma vagem em cada no com duas sementes, a par-
tir do gquinto nd da base para o apice. Em seguida, as piantas fo-
ram imersas em sgua destilada e os caules cortados com uma l8mina
de barbear . Apds o corte, os pedacos de caule com uma vagem foram

colocados em béqueres com agua destilada, permanecendo ali até

serem colocados no meio de cultivo.

U meio de cultivo basico foi preparado segundo CHANDLER
et al, 1983, para os macronutrientes e de THOMPSON et al, 1977,
para 0% micronutrientes e ferro. A fonte de carboidratos foi a
sacarose na concentracdo de 5@ mg/ml e a de nitrogénio foi a glu-
tamina na concentraclo de 6,26 wg/ml. Como hormdnio, foi utili-
zada <cinetina na concentrac3o de 1 ug/ml. O pH de todos os meios
de cultivo fol mantido em 5.0,

Apds a preparacio dos meios de cultivo, 6.5 ml destes
foram adicionados aos frascos de vidro de 10 ml, previamente co-

bertos na parte superior com tiras de isopor com 15 mm de largura

e fita adesiva. Em seguida, os vidros foram colocados em ogrifi-



Ci105 feir1tos em uma tampa de uma caixa de 1supor. Esta tampsa Feorz
ent80 colocada sobre uma caixa de isopor, contendo esta um banho
de gelo na temperatura de 29C Desta maneirva, a parte superior
dos wvidros ficaram Ffiwxas na tampa ® as partes inferiores, com 0O
meio de cultivo, no banho de gelo durante o periodo de execugdo
do experimento.

b

aApos esta montagem, os caules dos "ewxplants” forasm re-
cortados sob dgua destilada, permanecendo agora com ¢erca de & om
de comprimento. Em seguilida, mergulhou-se as bases dos "explants”
nos frascos contendo os meios de cultivo. 0Os caules foram fixados
com tampas de isopor em seus respectivos vidros As  superficies
cortadas das partes superiores dos caules e peciolos foram veda-
dos com pasta de lanolina para evitar possiveis perdas de dgua. O
sistema foi entic colocado em uma ca@mara de germinag3o, socb  luz
continua (B0 uE.m"® s~ 1) e temperatura de 25°C durante um periodo
de 7 dias.

A cada 48 horas, o©0s caules dos "explantse” foram corta-
dos em sua base (cerca de 2 mm) para desobstruir algum vaso que
poderia estar blogueado.

No gquarto dia de cultivo, os meios foram trocados para
evitaf qualquer exaustdo de minerais ou substancias organicas.

0 banho de gelo foi trocado duas vezes por dia, rpela

manh3 e a tarde, durante o periodo experimental

4.1 2. Peso da Matéria Fresca e Seca




0 peso da materia fresca da vagem, caule e sementes de
tada repeticlo foi determinado em uma balanca de pesagem rasida,
marca MARTE A 2¢@. Em seguida, a vagem foi separada longitudinal-
mente em duss metades idénticas, © mesmo sucedendo com as semen-

tes. Uma metade da vagem com dois cotilédones (um de cada semen-
ted foram pesados novamente e transferidos para um congelador a
temperatura de -159C e armazenados para analises posteriores. As
outras metades da vagem, sementes e tegumentos foram entido btrans-—
feridos para uma estufa de circulaclo forgada & 89°9C durante um
periodo de 48 horas para a determinac3o da mateéria seca.

Em alguns experimentos, apds a determinscBo da mateéria
fresca, os caules, wvagens, tegumentos e cotileédones foram conge ~
lados e lio¥ilizadog em um liofilizador L4KR da marca EDWARDS por
um periodo de 24 horas. Apods a liofilizacio, as amostras foram

novamente pesadas para a obtencl3o da matéria seca .

4. 1.3, Extracdo e Dosagens Quimicas

Para a extrac3o das proteinas do material fresco, os
cotilédones foram homogeneizados com 3@ ml de NaOH @ 1 M em um
homogeneizador de vidro. 0 extrato foi centrifugado 3 2500 rpm
durante 35 minutos e uma aliquota de 10¢ ul foi tomada para deter-
minac3o de proteinas pelo método "dye-binding” de BRADFORD

(19763, utilizando BSA cowmo padrio.



Do material liofilizado, as vagens e caules foram tri-
turados em um moinho de bola marca SPEX MIXER/MILL durante 5 mi-
nutos. Os tegumentos e cotilédones foram triturados em um graal
ate obter-se um pd bastante fino.

Para a extracdo das proteinas utilizou-se 5@ mg de cau-

le, vagem e tegumento, para um volume de 10 ml de NaOH @ 1 M, e
15 mg de cotilédone para o mesmo voiqme‘ As determinacBes segui-
ram procedimento idéntico ao material fresco.

Para a extracio de aminodcidos livres e ureideos, foram
utilizadas 5@ mg da amostra e 12 ml de uma mistura de metanol:
cloroformio:dgua (MCW 12:5:3 V/U/V), segundo BIELESKI & TURNER
(1966) . Em seguida, o extrato foi colocado em um funil de separa-
¢30, onde se adicionou 4.5 ml de dgua e 3 ml de clorofdrmio. Apds
leve agitacd3o e separag¢do das fases, a fase aquesa foi coletada e
seca em banho-maria a 45°C com um fluxo de ar. Apds a secagem foi
adicionada agua até o retorng ao volume original.

Para a dosagem de ureideos foi utilizado o método de
TRIJBELS & VOGELS (1966) e para aminoacidos livres, o método da
ninhidrina de YEMM & COCKING (1955). Alantoina e leucina foram

usados como padr83n, respectivamente.
4.4, ANALISE ESTATiISTICA
Para cada tratamento foram utilizadas 7 repeti¢les de 1

"explant”, de acordo com um delineamento experimental inteiramen-

te casualizado, cada frasco constituindo-se numa repetic3oc (par-

2



celal .
No experimento wvisando identificar as melhores fontes
de nitrogénio, 7 frascos de cada tratamento foram reunidaos e

apenas 1 repeticin. Foram utilizadas 3 repetigdes em um delinea~

‘

mento experimental em blocos inteivramente casualizados.

[



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento para testar a ocorréncia de
crescimento das sementes de soja in vitro,utilizando o sistema
desenvolvido neste trabalho, utilizou-se © meio de cultura parsa
cotiledones isolados, descrito por THOMPSON et al (1977  Foram
utilizadas duas concentragdes de sacarose (50 ¢ 109 ma/mt  do
meio) e glutamina nas concentracbes de 1@ e 20 mg/ml, por um pe-
riodo de B dias.

Os resultados apresentados na TABELA 1 mostram que, 1in-
dependente da concentrag3c de sacarose e glutamina no meio, ocor-
reu um crescimento das sementes proximo daquele na planta intacta
(controle “in situ”). Pelos dados obtidos com as vagens, este
crescimento das sementes n3o foil devido simplesmente a uma trans-
feréncia de materia das vagens para as sementes. 0 melhor cresci-
mento das sementes ocorreu quando a sacarose estava presente  na
concentracao de 100 mg/ml do meio e glutamina na concentracaon de
29 mg/ml. As vagens apresentaram poucob ou nenhum crescimento pelo
fato de ja estarem totalmente expandidas.

Nota-se ainda gque, ao vedar os cortes superiores dos
caules e peciolos remanescentes nos "explants” com lanolina, o

aumento da matéria fresca das cementes e wvagens foil ligeiramente

maior do que aqueles que n3o sofreram © tratamento de vedag3o.

prgo)
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TABELA 1 - Incremento da matéria fresca de vagens e sementes
dos "explants” de soja cultivados “in vitro” por

um periodo de B dias.

TRATAMENTO Feso da Mat . Fresca Pesn da Mabt . Fresca
das Sementes (mg) das Vagens (mg)
Dia zero 246 492
S (5% + G (1x%) 299 47 4
5 (3%4) + 6 (i¥%) + L 329 534
S (10X + G (2%) 352 507
S5 (10%) + 6 (2%) + L 490 561
Eontrole “in situ” 387 492
S - satarose
G - glutamina

L ~ lanolina



Conforme pode-se observar, o sistema de "explants” &
~viével para 0 estudo do preenchimento das sementes de soja  "in
vitro, sem que as vagens estejam mergulhadas no meion de cultivo,
comp demonstrado por OBENDORF et al (1983).

Apos wverificar a viabilidade do sistema, tentau-se en-
t3o0 otimizar as condi¢Bes de cultivo "in vitro', testando outros
fatores que poderiam influenciar o crescimento das sementes, con-

forme & descriglo a seguir. .

5.4 . EFEITO DE COFATORES

Para o estudo do efeito de cofatores no preenchimento
das sementes de soja, 0 meio basico utilizado foi o de THOMPSON
et al (1977} . As concentracﬁes.de sacarose € glutamina foram de
19¢ e 2@ mg/ml do meio, respectivamente. 0Os cofatores utilizados
foram as substancias tiamina HC1l, myu-inositol, 3cido nicotinico,
piridina HC] ¢ alicina, preparados segundo THOMPSUON et al.
(19773 . 0 periodo de durac3o experimental foi de 8 dias.

Pelos resultados apresentados no HISTOGRAMA 1, os pesos
da mateéria seca das vagens e sementes nlo diferiram significati-
vamente entre si, quer na presen¢s ou auséncia de cofatores no
meio de cultivo.

Os resultados obtidos neste experimento s3o conflitan-
tes daqueles observados por THOMPSON et al (1977), em cultura de
cotilédones de soja imaturos crescendo “in vitro”, pois os auto-

res notaram que, na auséncia completa de cofatores, houve reduglo

o4



HISTOGRAMA 1 - Efeito da Adi¢30 de Cofatores ao Meio de

Cultivo sobre a Produ¢fo de Matédria Seca em

Vagem e Sementes de "Explants” de Soja
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no peso da matéria seca e proteinas em relacdo ao controle

Possivelmente, na cultura de "explants’”, as sementes
podem receber estas substlncias (cofatores ou vitaminas), oriun-
das dos caules e vagens, o que n30 ocorreria com a cultura de co-
tilédones isolados crescendo "in vitro", pois estes nio apresen-
tam estes odrglos.

Neste experimento n3o passou despercebido que 0 Ccresci-
mento das sementes dos “explants” superou ao da planta, emhora
reconhecendo a validade limitada do controle "in situ” comp ponto
de referéncia, em virtude das condig®es de crescimento nao con-
troladas para as plantas.

A partir deste momento, optou-se por deixar de incluir

os cofatores ou vitaminas no meio de cultivo

S.2. AUMENTO DIARIO DA MATERIA FRESCA E SECA DAS VAGENS

E SEMENTES

Neste experimento utilizou-se o meio de macro e micro-
nutrientes de THOMPSON et al (19773, sacarovse e glutamina nas
concentracOes do experimento anterior e durac¢io de B dias.

O MISTOGRAMA 2 mostra que as sementes apresentaram ay-
mentos significativos de matéria seca a partir do 39 dia no meio
de cultivo. Nota-se também que hd uma tendéncia de crescimento
nas primeiras 24 horas de cultura "in vitro', Parece, ent3a, gque
hd um restabelecimento rapido no sistema de transporte entre o

caule e o mgio, ao contrario do gue ocorre nos peddnculos de er-



HISTOGRAMA 2 - Aumento da Mateéria Seca de Sementes & Vagem

de "Explants’” de Soja Durante um Periodo de

g Dias em Meio de Cultive
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vitha, onde o aumento da‘matéria seca das sementps sd ocarreu 1
dia apos sua imers3o (CHANDLER et al, 1983). Quanto as vagens,
nao houve aumentos significativos, pois estas jd estavam comple-
tamente expandidas.

0s dados mostram um aumento progressivo no peso da ma-
teria seca das sementes até o Ultimo dia do experimente. Isto

Justifica a incubac3o dos “explants” durante B dias nos experi-

mentos de rotina.

5.3. INFLUENCIA DE MACRONUTRIENTES

Na influéncia dos macronutrientes sobre o aumento da
- materia seca foram testados os meios de macronutrientes de THOMP-
50N et al (1???), CHANDLER et al (1983) e o de THOMPSON et al
(1977 sem 0% macronutrientes. A sacarose foli mantida na concen-
trac3o de 100 mg/ml e glutamina na de 2@ mg/ml do meio. ~ duragio
experimental foi de 4 dias.

Conforme o HISTOGRAMA 3, nota-se que 0 meio de macronu-
trientes para este tipo de estudo e o de CHANDLER et al (1983, o
qual se equiparou ao controle "in situ”, tanto para vagens como
para sementes.

Na auséncia de macronutrientes, o crescimento das va-
gens e sementes foram reduzidos, mas n3oc totalmente, mostrando
portanto, que 0s caules, vagens e sementes possuem, mas nao em
quantidades suficientes, reservas destes elementos minerais para

sustentar um crescimento normal .



HISTOGRAMA 3 - Influéncia de Meios de Cultivo Diferentes Sobre

a Producdo de Materia Seca de VYagem e Sementeg

de "Explants” de Soja



A

000000

\\\\\\\\\_\\\\\\\\\ oooooooooooooooooooo |
- . T m%m

(bw) vO3S VINILYW



Embora ndo se tenha feito andlise mineral, estes resul-
tados estdo de acordo com o trabalho de THOMPSON et al (1977,
para a cultura de cotiledones de soja "in vitro”. fAiqueles autores
determinaram que a auséncia dos ions potdssio, sulfato e fosfato
no meio de cultiveo acarretou efeitos deletérios sobve 09 coabile-

dones .

S.4. EFEITO DA ADICA0 DE VARIOS NiVEIS DE SACAROSE NO
MEIO DE CULTIVO SOBRE A PRODUCZ0 DE MATERIA FRESCA

E SECA

Para a cultura de cotilédones de spoja “in vitro",
THOMPSON et al (1977) demonstraram que concentracdes de sacarose
entre 295 e 102 mg/ml tinham pouco efeito sobre 0 crescimento e
que a dltima concentrac3c afetou a sintese protéica, decrescendo-
a. Tentando verificar se no sistema desenvolvido por este traba-
1ho ocorria o mesmo fendmeno, foi wutilizado o meio basico de
CHANDLER et al (1983), variando-se as concentracdes de sacarose
de 16,6, 33.3, 66 .6 e 100 wmg/ml. 0% resultados apresentados no
HISTOUGRAMA 4 mostra que o0s maiores aumentos da matéria fresca das
sementes foram obtidas com sacarose acima de 16 .6 mg/ml. Para as
vagens, ndo houve qualquer diferenca no peso da matéria fresca
nos quatro niveis de sacarose estudados. Com relacdao & matéria
seca (HISTOGRAMA 35), n3o houve diferencas significativas para as
sementes, mas as vagens apresentaram um aumento nos niveis de

66.6 e 100 mg/ml de sacarose. Apesar de n3o se ter dosado prote1-

R



HISTOGRAMA 4 - Influéncia da Adi¢3o de Varias ConcentracBes de
Sacarose aoc Meio de Cultivo sobre a Produc3o de

Matéria Fresca de Sementes e Vagem em "Explants™

de Soja



o0 0 0
o0 0 0O

o O 0 ©
000000000000
0000000000

OOOOOOOOO
OOOOOOOOOO

o o]
OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

- -

T
---------------------------------------------
--------------------------------------------------
-----------------------------------------------
......................................

.............

00000
b OOOOOOOO

0000
OOO

000000000
OOOOOOO

ooooooooooooooooooo

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

b//////////////////////////////////

450

T
o
o

(bw) yos3Yd VIMILIVA

150

{ I,

e SEMENTES—-“——-’

PN SACAROSE 66,6 mg/ml

1 de © %

34
>
el
£ o)
~~ o]
o
E ) -
o M o
o = 12}
- U
wl " c
w j . s
m ] ]
u1]
L4 s 8
(&
- o
0 s
- = jil]
73] s
U = [+
e
: 1]
Q
E —
(o] ]
U o
oy - - 0 -
M E .m g
W N o T
~N W ] L
— o
2T v ™ I
e g » e TR
w Hyl =]
wd _& ﬁ w et
Q o w yoma
[+ i [+ i -
- X g 0
CCCCC
w «{ < ] w 1]
v 0 - a
A I o
\ L A
[« %
vf/ a4
)]
< he
*

31



HISTOGRAMA 95 - Influénecia da Adicio de Varias Concentragcdes de

Sacarose ap Meio de Cultivo sobre a Produgao de

Matéria Seca de Sementes e Vagem em "Explante”

de Soja
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nas, 0s resultados da watéria seca mostram que este sistema tem
um comportamento semelhante a cultura de cotiléddones "in wvitro-
desenvolvido por THOMPSON et al (1977

Com relagdo as vagens, o aumento da mateéria seca nas
concentracles de sacarose mais elevadas pode ser devido au acdmu-
lo de amido, ja que THORNE (1979) notou que as vagens de soja po-
dem estocar amido, agucares redutores e materiais nitrogenados

Devido & tendéncia de aumento na mateéria fresca B Gecas,
embora n3o significativa, das sementes aos niveis de sacarose de
33.3 e b6.6 mg/ml e uma pequena reduc3o na concentragaoc de 100
mg/ml, optou-se entio para oz proximos experimentos, sacarose na
concentracio de 5@ mg/ml. Esta concentracio, provavelmente ponde-
ria aumentar o transporte desta substincia SEM que OCarresse um
desequilibrio muito grande no potencial osmotico entre o meio e o
caule do "explant” . Esta idéia pode ser reforgada por outros tra-
balhos da literatura onde normalmente se trabalha na faixa de
concentracgdo de sacarose entre 20 e S50 mg/ml para a cultura de
cotileédones isolados "in vitro" (MILLERD et al, 197%; OBENDORF et

al, 1983, BARRAT, 19846 e HAGA & SODEK, 1987).

5.5. TESTE DA MELHOR CONCENTRACZD DE GLUTAMINA NO MEIO

DE CULTIVO

Para testar o melhor nivel de nitrogénio, foi utilizado
0 meio basico de CHANDLER et al (1983), tomando-se 4 niveis de

glutamina : @, 3.13, 6 .26 e 9. 39 mg/ml do meio. 0Os resultados re-



presentados pelo HISTOGRAMA &, mostram que o maior aumento de ma-
téria seca deu-se no nivel de &.26 mg/ml de glutamina para as se-
mentes e de zero a &.26 mg/ml para as vagens.

Podemos inferir desses resultados que o aumento de ma—
téria seca das vagens declina & medida gue elevaram-se os teores
de glutamina no meio, possivelmente devido a um acumulo de pro-
teinas em detrimento aos carboidratos.

Para as sementes, com excess3o do nivel 4.26 mg/ml, n3o
ocorreu  aumento de matéria seca, poussivelmente porgue a niveis
mais baixos a fonte nitrogenada pode estar limitando a biossinte-
se& de carboidratos a nivel enzimatico ou sendo estocada nos cau-
les e vagens, chegando pouca quantidade as sementes. No nivel
mais alto (9.39 mg/ml), a glutamina poderia estar estimulando a
biossintese de proteinas nos cotilddones. Para verificar se isto
realmente ocorria, doscu-se as proteinas.

0 HISTOGRAMA 7 mostra que a afirmag3c acima pode estar
correta, pois 0s teores de proteinas s0 aumentaram nos cotiledo-
nes a partir de 3.13 mg/ml de glutamina adicionadas so meio de
cultivo. No tragaihw de THOMPSON et ai,(i???), utilizando gluta-
mina na concentrag3do de 4.5, 9.0 e 18 mg/ml em cultura de cotile-
dones "in vitro", n3o foi observado decréscimo no peso da materia
seca, embora o aumento maximo nos teores de proteinas ocorreu na
concentracdao de 9.@ mg/ml do meio. Ainda que, o presente trabalho
ndo tenha utilizado as mesmas concentragdes de glutamina dos au-
tores acima mencionados, eles poderiam ter encontrado um melhor

aumento de proteinas em concentragles desta fonte intermediarias



HISTOGRAMA 6 ~ InfluBncia da Adig3c de Varias ConcentragBes de
Glutamina ao Meio de Cultivo sobre a Produc3c de

Matéria Seca de Sementes e Vagem em "Explantsg"

de Soja
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HISTOGRAMA 7 - Influéncia da Adi¢ao de Virias ConcentracBes de

Glutamina ao Meio de Cultivo sobre os Teores de

Proteinas em Cotilédones de "Explants” de Soja
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entre 4.5 e 9.0 mg/ml do meio.

Com relagiaoc ao aumento de proteinas nos.cotilédones dos
"explants” no tratamento sem nitrogénio (HISTOGRAMA 7) pode ser
devido a pré-existéncia de compostos nitrogenados nos caules e
vagens que foram translocados para as sementes.

Devido a estes resultados, optou-se pela concentracio
de 6.26 mg de glutamina.ml~! do meio.

Tentando elucidar se os caules acumulam carboidratos e
substancias nitrogenadas disponiveis para 0 crescimento dos fru-
tos, fez-se um experimento utilizando~se o meio basico de CHAN-
DLER et al (1983), com a presenca de sacarose e glutamina, pre-
senga de sacarose e auséncia de glutamina, Presenga de glutamina
e auséncia de sacarose e auséncia dos dois compostos .,

Os resultados apresentadoé no HISTOGRAMA 8 nos mostra
que ocorreu um bom crescimento das vagens e sgmaﬂtes quando a sa-
carcsekfoi adicionada ao meio de cultivo.

No caule deve haver pouca reserva de carboidratos dis~
poniveis para o preenchimento das sementes. Isto indica que nas
plantas em condicdes naturais, a maiaria"da; substdncias utiliza-
das para o preencbimento das sementes é func3o principal da folha
do mesmo no, como observado por MORI et al (1985). Esta idéia o
reforcada pelos resultados de PATE et al (1977), os quais estabe-

leceram que 98 % do suprimento de carbono em frutos de Lupinugs

a7



HISTOGRAMA B - Efeito da Adig3o de Sacarose & Glutamina no Meio
de Cultivo, sobre a ProdugZo de Matéfia Seca de

Uagem e Sementes de Soja
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albus € derivado do floema

A adicl3o de sacarose ap meio de cultivo & necessaria,
pois a sacarose age como fonte de esqueletos de carbono para a
sintese de aminodcidos e como fornecedora de energias para a sin-
tese proteica (LEA et al, 1979).
, D acumulo de matéria seca (HISTOGRAMAS & e 8) e de pro-
teina (HISTOGRAMA 7) nas sementes com a presenca de sacarose mas
na auséncia de fonte de nitrogénio nos mostrs claramente que 0
caule e/ou a vagem mobiliza subst8ncias nitrogenadas em direg3o

das sementes. ODutras evidéncias a respeito desta questSo ser3o

apresentadas mais adiante.

S.6. EFEITO DA SUBSTITUICAC DO MEIO DE CULTIVOD SOBRE A

PRODUCAD DE MATERIA SECA DAS VAGENS E SEMENTES

Nos experimentos até agora discutidos, substituiram-se
os meios de cultivo de 2 em 2 dias. Foi tomada esta precaucso,
pois tinhamos que assegurar que as substfncias orginicas e inor-
ganicas do meio n3o se exaurissem até o final de cada experimen-—
to. Como cada frasco de cultura continka apenas 6.5 ml do meio,
foi executado um experimento utilizando-se o meio bdsico de CHAN-
QLER et al (1983), sendo que substitui¢des foram realizadas de 2
em 2 dias, e no 42 dia do periodo de durag¢lo experimental, e sen-

do o controle sem qualquer substituic3o.
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HISTOGRAMA 9 - Influéncia da Substituig¢l3o do Meio de Cultivo

sohre a Producl3o de Mateéria Seca de Vagem & Se-

mentes de "Explants” de Solja
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Os resultados apresentados no HISTOGRAMA 9 nos mostra
que n3o ha necessidade de substituiclo durante o transcorrer do
cultivo "in wvitre”, ums vez que o aumento na matéria seca das va-
gens & sementes foram semelhantes em todos os tratamentos utili-
zados . Embora n8o houvesse necessidade de troca, substituigles
dos meios foram realizadas no 42 dia, para maior seguranga dos

resultados.

5.7. EFEITO DA ADICAD DE VARIAS FONTES DE NITROGENIOC NO
MEIO DE CULTIVO SOBRE A PRODUCAO DA MATERIA FRES-
CA, SECA DE VAGENS E SEMENTES E PROTEINAS NOS CO-
TILEDONES

Para estes experimentos, foi utilizado o meio basico de
CHANDLER et al (1983), variando-se as fontes de nitrogénio, quer
organicas ou inorganicas, tendo como concentracio final 1.2 mg de
N/ml do meio de cultura.

Devido ao grande numero de fontes de nitreogénio utili-
zadas, foram realizados varios experimentos. Para tal, tomou-se a
precau¢so de introduzivr um controle sem nitrogénio para cada tipo
de estudo, pois nd3o saberiamos os teores de nitrogénio dos caules
e vagens das plantas de origem, 0s quais serdc elucidados em ex-
Perimentos posteriores.

As fontes de nitrogénio inorgénico utilizadas foram os
sais KNO3, NHgNO3 e (NH4)p504. 0Os resultados apresentados nos

HISTOGRAMAS 1@, 11 e 12 nos mostram gue o0 amonio sob a forma de



HISTOGRAMA 10 - Efeito da aAdigSo de Nitrato, AmOGnio e Mistura
(Nitrato + AmOnio) no Meio de Cultivo, sobre
a Produc3o de Matéria Fresca em "Explants” de

S5oja
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HISTOGRAMA 11 - Efeito da Adi¢3o de Nitrato, Aménio e Mistura
(Nitrato + Ambnio) no Meio de Cultivo, sobre
a Produc3o de Matéria Seca em "Explanis' de

Soja
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HISTOGRAMA 12 -~ Efeito da Adigdo de Nitrato, Amdnio e Mistura

(Nitrato + aAmbénio) no Meio de Cultivo, sobre

os Teoves de Proteinas em “Explants” de Soja.
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(NH4)pS804 reduziu drasticamente a matéria fresca das vagens e ma-
teria seca das vagens e sementes em relag8c ao controle sem ni-
trogénio. Este fato foi confirmado visualmente, pois as vagens
dos Texplants” apresentaram um amarelecimento e murcharam ao fi-
nal do experimento. 0 efeito do ion NHg' sobre a produc3o de ma-
téria seca das sementes foram semelhantes aoc da cultura de coti-
lédones "in vitro" verificado por HADBA & SODEK (1987) pois a pre-
senga deste’ ion reduziu drasticamente a matéria seca a wvalores
menores do que o controle sem nitrogénio. Uma possivel explicagcio
€ que o ion amdnio, estando em excesso nas vagens e sementes, po-
de atuar como desacoplador da cadeia de transporte de eleétrons
das mitocOndrias e cloroplastos (SALISBURY & ROSS, 1978), dimi-~
nuindo portanto a guantidade de ATP disponivel pars 0% processos
biossinteéticos.

Em relacdo ao nitrato, o peso da matéria seca das wva-
gens e sementes e matéria fresca das sementes nio diferiram do
controle sem nitrogénio. Um fato interessante de se observar @
que no tratamento com NOg™, as vagens apresentaram um aumento da
matéria fresca (mas n3o da matérialéecé) em fe}acgo a qualguer
trataﬁento utilizado. Deste fato pode-se inferir que, n3o exis—
tindo a redutase do nitrato nos cotilédones de soja (THOMPSON et
al, 1977; MORI & SUDEK, 1983) e devido & baixa atividade de redu-
tase do nitrato nas vagens (MORI & SODEK, 1983), o ion nitrato
pode ter se acumulado neos vacuolos destas, diminuindo o potencial
psmotico e partantQ retendo maior quantidade de agua, como obser-—

vado pelo aumento do peso da mateéeria fresca. Por outro lado, 'a)

4%



ion potdssio também poderia contribuir com o abaixamento do po-

tencial osmdtico, ja que o sal inorg@nico utilizado como fonte de
nitrato foi o KNOg.

0 aumento relativamente baixo de proteinas nos cotile-
dones dos “explants’, resultantes da adigio de nitrato, nitrato
de amdnio e ambOnea no meio de cultivo relacionadas ao controle
sem nitrogénio, nos sugere que estes compostos sdo fontes pouco

+

eficientes para a cultura de “"explants” de soja "in vitro~”. 0 au-
mento obtido com amdnio n3o foi significativo em relacgio ao con-
trole sem nitrogénio.

Das trés fontes utilizadas, a melhor delas foi )
NH4NO3 . Este fato tambem foi observado por HAGA & SODEK (1983) em
cultura de cotilédone de soja imaturos “in vitro”, embora THOMP-
SON et al (1977) tenham concluido que o nitrato e amdnea em duas
combina¢des utilizadas para a cultura de tecidos n3oc foram melho-
res que o NO3” como fonte dnica de nitrogénio.

O0s resultados da adigidc da glutamina, mistura de gluta-
mina e dcido glutdmico (na propor¢l3c de 1 1), e de acido gluti-
mico ao meio de cultivo dos “explants” sobre o peso da materia
seca das vagens e sementes e sobre os teores de proteinas nos co-
tilédones, est3o representados nos HISTOGRAMAS 13 e 14.

Como podemos observar no HISTOGRAMA 13, as tres fontes
de nitrogénio utilizadas n8o resultaram em aumento do peso da ma-
téria seca, quer das vagens ou sementes, quando comparadas ao

controle sem nitrogénio.
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HISTOGRAMA 13 -~ Efeito da Adig3o de Acido Glut@mico, Glutamina
e Mistura (Acido Glutﬁmicc + Glutamina)l) sobre
a ProducSo de Materia Seca em Sementes e Vagem

de “"Explants’ de Soja.
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HISTOGRAMA 14 - Efeito da Adig3o de dcido Glut@mico, Glutamina
e Mistura (Acido Glut3mico + Glutamina) no Meio
de Cultivo sobre o Teor de Proteinas em "Ex-

plants” de Soja.
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Os teores de proteinas (HISTOGRAMA 14) apresentam gran-—
des wvariac8es. Como podemos notar, a adigao da glutamina como
fonte dJnica de nitrogénio ao meio de cultivo, resultou num maior
teor de proteinas, comparavel ao controle "in situ”. Seguiu-se a
mistura (glutamina e acido glutamico) e do acido glutdmico, embo-
ra essas duas dltimas fontes fossem pouco melhores do que o con-—
trole sem nitrogénio.

Resultados semelhantes a este trabalbho, tendo como fon-
tes isoladas de nitrogénio a glutamina e o dcido glutlmico foram

~encontrados para a cultura de cotilédones imaturos de ervilha por
LEA et al (197%) e em soja por THOMPSON et al (1977) e HAGA & SO-
DEK (1987 .

Destes resultados pode-se inferir que a glutamina como
fonte dUnica de nitrogénio deve ser transportada facilmente e ser
utilizada rapidamente na sintese de proteinas de reserva nos co-
tiledones. Evidéncias para tal, podem ser retiradas dos trabalhos
de RAINBIRD et al (1984), GIFFORD & THORNE (19Bé6) pois mostraram
pela técnica dos tegumentos vazios que a principal substincia 1i-
berada para os cotiledones foi a glutamina.

Com relag3o aoc dacido glutfimico, a presenga deste ami-
nodcido ao meio de cultivo parece inibir a utiliza¢3o da glutami-
na. Se ele nio inibisse a utilizac3o da glutamina, a adi¢3c da
mistura de acido glutamico e glutamina ao meio de cultivo resul-
taria em teores de proteinas semelhantes ao da glutamina como
fonte dUnica de nitrogénico. Embora LEA et al (1979) tenham con-

cluido que a incapacidade do glutamato de atuar como uma boa fon-



te de nitrogénio para a sintese de proteinas de reserva seja de-
vido & perda da ambnea necessadria para a sintese das amidas glu-
tamina e asparagina, 0s resultados aqui apresentados nio sugerem
que isto realmente aconteca.

Quando se utilizou asparagina, mistura de asparagina e
dcido aspartico (na proporg3o de 1 : 1), e dcido apartico como
fontes de nitrogénio no meio de cultura, observa-se no HISTOGRAMA
15 que 05 pesos da matéria seca das vagens e sementes foram idén-
ticas ao controle sem nitrogénio.

Em relag8o &s proteinas (HISTOGRAMA 16), os maiores
teores foram registrados quando da adiglAo de asparagina ou da
mistura asparagina e acido aspartico, embora menores que o con-
trole "in situ'. 0 acido aspartico, foi uma fonte menos eficiente
do que a mistura de asparagina e acido aspartico embora tenhba
acumulado maiores teores de proteinas do que o controle sem ni-
trogenio.

Embora alguns trabalhos tenham mostrado que a glutamina
€ a melhor fonte de nitrogénio para a cultura de cotilédones ima- -
turos ""in vitro” (THOMPSON et al, 1977; SKOKUT et al, 1982a, HAGA
& S0DEK, 1987), este experimento nos mostra que a asparagina e
uma fonte de nitrogénio t3c boa quanto a glutamina, no processo
de biossintese de proteinas de reserva dos cotilédones. Isto pode
ser facilmente verificado, pPois aoc subtrairmos dos teores de pro-
teinas do tratamento com glutamina (HISTOGRAMA 14) e asparagina
(HISTOGRAMA 14) dos respectivos controles sem nitrogénio, obtém-

se um aumento de aproximadamente 10 mg de proteinas para as duas

14



HISTOGRAMA 15 -~ Efeitg do aAcido Aspartico, Asparagina e Mistura
(Asparagina + dcido Aspartico) no Meio de Cul-~

tive sobre a Produc8o de Matéria Seca em Vagem

g Sementes de "Explants” de Soja.
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HISTOGRAMA 16 -~ Efeito do Acido Aspartico, Asparagina e Mistura
(Asparagina + Acido Aspartico) neo Meio de Cul-
tivo sobre o Teor de Proteinas em {otilédeones

de "Explants” de Soja.
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fontes estudadas.

0 acido aspartico foi uma fonte de nitrogénio melhor
para 0 processo da bilossintese de proteinas de reserva do que o
acido glut@mico (HISTOGRAMAS 14 e 16), © que foi tambem observado
por THOMPSON et al (1977) e HAGA & SODEK (1987) para a cultura de
cotiledones imaturos de soja "in vitro™.

0 acido aspartico, por sua vez, nao inibiu a utilizagio
da asparagina, embora o acido glut3amico tenha apresentado efeito
inibitorio relativo a glutamina. A incapacidade do dcido asparti-
co de ser uma boa fonte de nitrog§nic, rrovavelmente se deve ap
fato de que, este nBo apresenta duas moléculas de ambnea como no
caso da asparagina, e, portanto, pode faltar esta molécula para =
sintese de outros aminoacidos e posteriormente proleinas.

O0s efeitos dos aminoacidos basico (arginina), acido
(dcido glutamico) e mistura 1 . 1 de arginina e scido glutimico
sobre a produc3o de mateéria seca e teores de proteinas podem ser
visualizados nos HISTOGRAMAS 17 e 18. Como podemos observar, es—
tes aminoadcidos n3o tém efeito sobre o peso da matéria seca das
vagens e sementes gquandp adicionadas ao meio de cultivo. Quanto
as proteinas, seus teores s3c maiores do que o controle sem ni-
trogénio, mas menores do que as fontes glutamina e asparagina
(HISTOGRAMAS 14 e 14). A baixa eficiéncia do dcido glut@mico j&
foi discutida anteriormente. Para a arginina, uma possivel expli-
cagao €& que esta substancia nitrogenada deve ser pouco transloca-
da das vagens para as sementes, ja gue sementes de caupi recebem

quantidades insignificantes de arginina (PEQPLES et al, 1985a) .



HISTOGRAMA 17 - Efeito do dcido Glutd@mico, Arginina e Mistura
(dcido Glut8mico + Arginina) sobre a Produg 3o
de Matéria Seca das Sementes e Vagem de "Ex-

plants"” de Soia.
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HISTOGRAMA 18 - Efeito do dcido Glutamico, Arginina e Mistura
(Acido GlutB8mico + Arginina) sobre o Teor de

Proteinas de Cotilédones de "Explants” de Soja.
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Reforc¢ando ainda esta ideéia, temos o trabalho de HSU et al
(1984, mostrando-nos gue a concentracio apopldstica dos aminod-
cidos basicos nos cotilédones e tegumentos de soja & baixa, quan-
do comparadas aos aminoacidos neutros e @cidos.

Os efeito da adic3o de glicina (aminoacido neutro) ao
meio de cultivo sobre os pesos da matéria seca e teores de pro-
teinas podem ser visualizados nos HISTOGRAMAS 19 e PO

Como podemos observar n3o ocorreu aumento da mateéria
seca das vagens e sementes em relag30 ao controle sem nitrogfnio,
quando da adi¢do da glicina ao meio de cultivo. Por outro lado,
0s teores de proteinas aumentaram bastante em relacio a este mes-
mo controle.

Embora a glicina tenha sido uma fonte eficiente para o
processo da biossintese de proteinas de reserva, ela n3oc & t3o
boa Quanto as fontes glutamina e asparagina. Para isto, ao veri-
ficarmos os HISTOGRAMAS 14 e 16 poderemos notar que o aumento
real dos teores de proteinas nos tratamentos com estas duas ami-
das (cerca de 19 mg de proteinas) foi maior do que a fonte glici-
na (aproximadamente 4.4 mg)

Resultados semelhantes foram encontrados por THOMPSON

et al (1977) e SKOKUT et al (1982b) para cotilédones de soja

trescendo "in wvitro®

Este teor proteéico, em torno de 40 % dos valores obti-
dos com a glutamina e a asparagina com fontes de nitrogénio, pode
ser devido a utilizac3o do nitrogénio da glicina nas reacbes de

transamina¢do, originando portanto vdrios aminodcidos que poder3o



HISTOGRAMA 19 - Efeito da Adic3oc da Glicina no Meio de Cultivo,

sobre a Produc3oc de Matéria Seca de Sementes e

Vagem de "Explants' de Soja.
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HISTOGRAMA 20 — Efeito da Adic8o da Glicina no Meio de Cultivo,

sobre o Teor de Proteinas de Cotiledones de

"Explants” de Sojia.
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ser utilizados né biossintese de proteinas de reserva, conforme
sugest Oes de SKOKUT et al (1982b).

0s ureideos, priﬁcipais substdncias translocadas em
plantas de soja noduladas (MATSUMOTO et al, 1977; McCLURE & 1IS-
RAEL, 197%9; STREETER, 1979; LAYZEL & LARUE, 1982) tém pouco efei-
“to sobre a produclo de matéria seca e sintese de proteinas de re-
serva em cotilédones imaturos de spja cultivados "in vitro”

(THOMPSON et al, 1977; HAGA & SODEK, 1987).

Por outro lado, as plantas de soja nado noduladas trans-
locam principalmente a asparagina (OHYAMA & KAMAZAWA, 1979), mas
esta fonte & bastante eficiente na producidc de proteinas de re-
serva em cultura de cotilédones “in vitro"” (HAGA & SODEK, 1987).

A partir desses fatos procurou-se ent3o preparar meios
de cultivo que simulassem plantas de soja noduladas e suas 1in-
fluéncias sobre a produgd3o de matéria seca das vagens € sementes
e proteinas nos cotilédones de "explants” de soja.

Os meios de cultivo continham asparagina, alantoina,
acido alantoico como fontes dnicas de nitrogénio & uma mistura de
acido alantoico, alantoina e asparagina'nas‘propcrcSes de S6 %,
24 % e 20 % do nitrogénio total, resp;ctivamente_ As Pproporgoes
utilizadas nesta mistura foram idénticas as encontradas por SAlWA~
ZAKI (1984) em exsudatos de plantas de soja nodulados da mesma

variedade utilizada no presente trabalho.

O0s resultados apresentados nos HISTOGRAMAS 21 e 22 nos

mostram que as 4 fontes utilizadas neste experimento ndo diferem

significativamente entre si, quer seja © peso da matéria seca das

o



vagens e sementes ou teores de proteinas. Um fato interessante de
ce notar & que na cultura de "explants”™, a alantoina acompanha a
asparagina na producao de proteina. Estes resultados sBo bastante
diferentes daqueles obtidos por THOMPSON et al (1%77), RAINBIRD
et al (1984) e HAGA & SODEK (1987), nos quais a alantoina foi uma
fonte de nitrogénio ineficiente em relacg3o a asparagina para a
cultura de cotilédones imaturos "in vitro" .

A adig3o de alantoina e acido alantodico como fontes
dUnicas de nitrogénio ao meio de cultivo ni3o resultaram em teores
diferentes de proteinas de reserva. Entretanto, estes resultados
diferiram daqueles obtidos por HAGA & SODEK (1987), em cultura de
cotileéedones "in vitro"”, onde o acido alantdico foi mais eficiente
do que a alantoina. Uma provavel explicacBo é que a alantoina po-
de ter sido degradada & a3cido alantdico antes de atingir os coti-
lédones, Ja que GOMES & SODEK (1984) mostravam altas atividades
de alantoinase em vagens e tegumentos de plantas crescendo 'in
vivo' .

Quando da utilizac3o da mistura das fontes de nitrogé-
nio (simulag3o das plantas de soja noduladas), verificou-se O
mesmo crescimento das vagens e sementes mantidas sob asparagina
(simulagdo de plantas n3o noduladas). Embora GOMES & SODEK (1984)
tenham mostrado um crescimento maximo de cotilédones e vagens de
soja em periodos de tempo diferentes conforme a nutrigao (H32 dia
ap6s o florescimento para plantas noduladas e 65% dia para plan-
tas tratadas com NO3~™), isto n3o ocorreu nestes tratamentos, pro-

vavelmente devido aop curto periodo experimental utilizado neste



MISTOGRAMA 21 -~ Efeito da Adic3o ao Meio de Cultivo de Aspara-
gina, Alantoina, Acido élantéicu e Mistura
(Acido Alantdico %6 %, Alantoina 84 % e Aspa-
ragina 20 %) sobre a Produglo de Matéria Seca

das Sementes e Vagem de "Explants” de Soja.
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HISTOGRAMA 22 - Efeito da Adic3o ao Meio de Cultivo de Aspa-
ragina, Alantoina, Acido Alantoico e Mis-
tura (Acido Alantdico 5& %, Alantoina 24 % e
Asparagina 2@ %) sobre os Teores de Proteinas

em Cotilédones de "Explants' de Soja.
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trabalho (7 dias).

Em conclus3o0, as melhores fontes para a sintese de pro-
teina de reserva nos cotilédones foram a asparagina, glutamina,
alantoina e dcido alantodico, alcangando ou as veres superando a
Sintgse "in situ”. 830 justamente este os compoastos de nitrogénio

mais importantes na nutri¢io da semente de spia.

5.8, EFEITO DA ADICAO DE GLUTAMINA, ASPARAGINA E ALAN-
TOINA A0 MEIO DE CULTIVOD SOBRE A PRODUCXD DE MATE-
RIA SECA, TEORES DE PROTEINAS, AMINOACIDOS LIVRES

E UREIDEOS EM TODAS AS PARTES DOS "EXPLANTS" DE

S0JA

Como observamos até o presente momento, as melhores
fontes de nitrogénio que proporcionaram maiores teores protéicos
em cotilédones dos “explants” de soja foram a glutamina, aspara-
gina e alantoina.

Para um esclarecimento melhor do comportamento destas
trés fontes sobre o metabolismo ou armazenamento do nitrogénio,
taules, wvagens, tegumentos e cotiléddones foram analizados quanto
ao peso da matéria seca, teores de proteinas, aminoacidos livres
e ureideos, em conjunto ou em partes do "explant”.

Nesse experimento foram utilizadas as amidas glutamina

¢ asparagina e ureideo alantoina.
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Como ponto de referencia foi incluido um tratamento sem
nitrogénio, para se ter uma idéia da influéncia das substincias
nitrogenadas armazenadas anteriormente pelas plantas ou que foram
mefabolizadas ou translacadas de uma regiao para ocutra dentro do
"explant ' durante o periodo experimental de 7 dias.

Para se obter uma seguranga maior na interpretac3o dos
resultados, 0 experimento foi repetido 3 vezes, com 7 repetigfes
de cada tratamento. As amostras dos tratamentos foram licofiliza-
das e reunidas em uma unica amostra, trituradas e utilizadas para
as analises como descrito em materiais e métodos.

O0s dados expressos com base na matéria seca, s3o apre-
sentados nos HISTOGRAMAS 23, 24, 25 e 24, ¢ os dados para o peso

seco na TABELA 2.

5.8.1. Peso da Matéria Seca

Como podemos verificar na TABELA 2, todas as partes dos
Lexplants” aumentaram os pesos da matéria seca em rela¢io ac can~
trole (dia zero). 0 aumento da matéria seca nas wvagens, tegumen-
tos e cotiledones no tratamento sem nitrogénioc pode ser um refle-
%0 da utilizac3o de sacarose do meio. A sacarose pode ser trans-
locada e transformada em carboidratos nestas partes dos =

plantsg', Jad que estes s8p0 o0s principais contribuintes do peso da

matéria seca em tecidos vegetais.

&




TABELA 2 - Efeito da adiag8o de varias fontes de nitrogénio
ao meio de cultivo, sobre a produglo de materia
seca no caule, vagem, tegumento ¢ cotileédones de

"explants” de soja.

Materia Secalmg)

TRATAMENTO Caule Vagem Tegumento  Cotilédones
@ 2046 b % 116 d ? c 26 «
S/N 271 ab 158 a 15 b 27 ¢
GLN 242 ab 147 bc 17 a ?9 ab
ASN 294 a 159 b 18 a 1@2 a
ALN 36 a 151 b 18 =a 25 ab
Contr. "in situ” 246 b 133 ¢ 18 a 7?6 ab

* As medias seguidas pela mesma letra n3o0 diferem significativa-
mente entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5 % de pro-

babilidade.



Quanto ao aumento da matéria seca dos caules, 0s resul-
tados n3o podem ser conclusivos, uma vez que, na selegio dos “ex-
plants’ foram levados em considerag3o apenas o tamanho das vagens

g sementes e nio o difmetro do caule.

5.8.2. Teores de Proteinas, Amingacidos Livres e Urei-

deos em Todas as Partes dos "Explants” de Soja

5.8.2.1. Caule

Os teores de proteinas totais, com base na matéria seca
(HISTOGRAMA 23), aumentaram no caule em relag3o ao tratamento sem
nitrogénio e ao controle "in situ’, mas n3o houve qualquer varia-
¢30 entre as trés fontes estudadas.

Deve-se atribuir este aumento ao acumulo de aminosacidos
ou ureideos com subsequente metabolismo e Eransforma¢io dos mes-—
mos  em proteinas. Como podemos observar no HISTOGRAMA 25, quando
se¢ adiciona glutamina ou asparagina ao meio de cultivo, ha um
grande aumento no teor de aminoacidos, ou ureideos quando da adi-
¢80 da alantoina. Uma parte, pelo menos, deste aumento deve f{am-
bém representar o influxo da fonte nitrogenada que esta sendo
translocada a partir do meio.

Um fato interessante de se notar no’HISTGGRAMﬁ 295 e que
0s ureideos parecem ser as primeiras substancias metabolizadas ou
mobilizadas nos caules, pois, quando se utiliza a glutamina ou

asparagina como fontes de nitrogénio, seus teores caem a valores

“

,.



HISTOGRAMA P23 - Efeito de Virias Fontes de Nitrogénio, no Meio

de Cultivo, sobre os Teores de Proteinas em

Caule e Vagem de “"Explants” de Soja.
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HISTOGRAMA 24 - Efeito de Varias Fontes de Nitrogénio, no Meio

de Cultivo, sobre os Teores de Proteinas em

Tegumentos e Cotilédones de "Explants” de Soja.
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HISTOGRAMA 23 - Efeito de Virias Fontes de Nitrogenioc no Meio

de Cultivo sobre os Teores de Aminoacidos g YUrei-

deos em Caule e VYagem de "Explants” de Spja.
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HISTOGRAMA 24 -~ Efeito de Varias Fontes de Nitrogénio no Meio
de Cultivo sobre os Teores de Aminodcidos e
Ureideos em Tegumentos e Cotilédones de "Ex—

plants” de Soja.
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de aproximadamente 5@ % em relaclio ao controle “in situ”, ou ao
controle dia zero. Uma evidéncia da metabolizag3o dos ureideas &
que, quando a alantoina foi adicionada aoc meio de cultive como
fonte dnica de nitrogénio, além do aumento em proteinas no caule
(HISTOGRAMA 23), os teores de aminodcidos livres permanecem cons-
tantes eﬁ relac3o ao controle "in situ” e ao controle dia zero
(HISTOGRAMA 25), embora maiores do que no controle sem nitrogé-
nio.

Quanto ao controle sem nitrogénio, observa-se que os
aminoacidos e principalmente os ureideos s3o mobilizados nos cau-
les, mas n3o acarretaram quedas significativas nos teores de pro-
teinas (HISTOGRAMA 23), sugerindo que as proteinas dos caules sao
bastante estiveis.

Os aumentos dos teores de proteinas do caule, quando
foram fornecidos aos "explants” as tr&s fontes de nitrogénio mos-
tram que, na planta "in situ', a capacidade de armazenar nitrogé-
nio estd abaixo de seu limite.

Os trabalhos até o presente momento trataram principal~
mente rdas analises dos teores de aminodcidos ou ureideos em cau-
les de plantas intactas de soja (MATSUMﬁfB et al, 1977, STREETER,
1979; SERRES et al, 1985; NAREMBOURG'& FERNANDES, 1985) ou caupi
(HERRIDGE et al, 1978; ATKINS et al, 1982), ou introdug¢3o de as-
paragina, glutamina e ureideos marcados com *4C ou 19N na corren-

te transpiratdria (ATKINS et al, 1982; RAINBIRD et al, 1984).

r

74



Embora no cultivo de "explants” as amidas glutamina e
asparagina e os ureldeos (alantoina) sejam introduzidas direta-
menteino caule, por um periodo de 7 dias, os resultados n3c foram
diferentes dagueles encontrados por RAINBIRD et al (1984), quando
verificaram acdmulo de asparagina, glutamina e alantoina nos cau-
les de soja durante um periodo de 5 horas. Por sua vez, em expe-—
rimentos de longa dura#ﬁo (condicOes de campo), SERRES et al
(1983) encontraram acumulo de asparagina e ureideos em duas va-
riedades de soja. Parece, portanto, que o0os caules podem funcionar
como Orgaos de armézenamento de substancias nitrogenadas.

"Além do acumulo das amidas e ureideos nos caules.de so-
Ja mostrados por WAREMBOURG & FERNANDEZ (198%5) e em «caupi por
HERRIDGE et al (1978), ATKINS et al (1982), os ureideos s3o meta-
bolizados nos caules e peciolos dessas plantas. Ao que tude indi-
ca, esta metabolizac80 pode ser direcionada para a sintese e ar-
mazenamento de proteinas nos caules, como visto no HISTOGRAMA 23,

para posterior hidrdlise, translocagio e preenchimento das semen-

tes .
9.8.2.2. Vagens

Os teores de proteinas, aminoacidos livres e ureideos
nas wvagens dos "explants’” podem ser visualizados nos HISTOGRAMAS
23 e 23. Como podemos notar, 0s teores de aminpacidos permanece-—
ram constante em rela¢3c aos controles "in situ” e sem nitrogé-

nio, mas 0s teores de ureideos foram bem menores gquando da pre-—



senga da glutamina ou asparagina no meio de cultivo. Por outro
lado, os ureildeos praticamente desapareceram no controle sem ni-
trogenio.

0 tratamento com alantoina aumentou o teor de proteinas
ﬁas vagens e a gquantidade de ureideos ficou acima do valor das
outras duas fontes., A quantidade de ureideos permaneceu igual aos

controles "in situ” ou dia zero.

Um fFfato interessante de se notar ¢ que os teores de
proteinas das vagens no tratamento sem nitrogénio cairam muito em
relacdo ao dia zero ou aos outros tratamentos. Isto pode sugerir
que as proteinas das vagens s3o0 menos estdveis do que as do cau-—
le, sendo portanto metabolizadas ou translocadas numa situa¢3o de
deficiéncia de nitrogénio.

Us resultados nos mostram, portanfo, que  as  amidas
(glutamina e asparagina) e ureideos chegam até as vagens. Este
fato foi tambem observado por RAINBIRD et al (1984), o0s quais
encostraram 14 %, 14 % e 12 ¥ de asparagina, glutamina e alantoi-
na, respectivamente, nos frutos de soja, apos um periodo de S5 ho-
ras de aplica¢3o dessas subst8ncias marcadas com 14C na corrente
transpiratdria. Destas percentagens, metade delas estavam nas se-—
mentes, quando o tratamento foi asparagina,; 30 % gquando glutamina
e apenas 1 % quando alantoina.

As amidas {(glutamina e asparaginal) ¢ os ureideos (alan-
toina) podem ser metabolizadas nas vagens, pois foram observadas
altas atividades de alantpinase ¢ sintetase da glutamina por GO~

MES & SODEK (1984) e GOMES (1982}, respectivamente. GOMES (1982}
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notou também a presenga da enzima L-glutamina (amida) oxoglutara-

tp amida transferase (GOGAT)Y .

Parece, portanto, que as vagens s3c locais de intenso
metabolismo, principalmente dos ureideos. Estes podem ser degra-
dados, utilizados no processo de biossintese de proteinas ou en-

viados as sementes, resultando num aumento de proteinas de reser-—

va nos cotileédones.

5.8.2.3. Tegumentos

0Os teores de aminoacidos, ureideos e proteinas nos te-
gumentos das sementes s3o observados nos HISTOGRAMAS 24 e 246. Co-
mo podemos observar, os teores de proteinas permaneceram 1gQuais
ao controle "in situ’”. Os aminoacidos livres totais sd diminuiram
significativamente nos seus teores no tratamento sem nitrogénio.
Os teores de ureideos foram maiores no tratamento com alantoina,
embora menores que o controle dia zero.

Um fato interessante de se notar € que o nivel de ami-
noacidos livres n8o cai quando do tratamento com alantoina. Isto
sugere um metabolismo intenso no tegumento (ureideos sendo trans-—
formados em aminodcidos) ou um suprimento normal de aminoacidos
livres provenientes da vagem, isto é, metabolismo dos ureideos
pelo menos nas vagens. Para reforgar esta iﬂéia, PEOPLES et al
(198%9), trabalhando com caupi, mostraram que os ureidecs foram
metabolizados principalmente nas vagens e tegumentos das sementes

e que esta dltima libera o nitrogénio para os cotilédones princi-



palmente como arginina, histidina, glutamina e asparagina, difi-
tilmente como ureidec. Este fato foi também confirmado por RAIN-
BIRD et al (1984), os quais observaram nos exsudatos dos tegu-
mentos das sementes de soja 52 % do nitrogénio sob a forma de
glutamina, seguida pela asparagina (19 %).

Em ervilha, foi mostrado por MURRAY & CURDOVA-EDWARDS
(1984b? que nos tegumentos das sementes ocorre a principal con-
versdo das unidades C4 derivadas do ASP e ASN para os compostos
glutamina e dcido glutimico.

Ao que tudo indica, os tegumentos tém a funcio de meta-~
bolizar a asparagina e ureideos e os produtos desta degradac3o
s30 enviados aos cotilédones para o processo de biovssintese de

proteinas de reserva.

5.8.2.4. Cotilédones

Nas determinacOes dos teores de proteinas, aminosacidos
livres e ureideos nos cotilédones dos “explants” de suja, obser~
va-se que as trés fontes utilizadas foram mais eficientes na sin-
tese de proteinas de reserva, em relaclo ao controle sem nitrogB-
nio (HISTOGRAMA 24) principalmente levando-se em conta o aumento
de materia seca na presenga das trés fontes (TABELA 2) .

Os teores de aminodcidos n3o diferiram em relac3oc ao
controle "in situ” e ndo foi detectada a presenca de ureideos nos

cotiledones.



Embora THOMPSON et al (1977), LEA et al (1979), SKOKUT
et al (1982a), RAINBIRD et al (1984), COKER & SCHALFER (1985),
HaGAa & SODEK (1987), tenham demonstrado gque a glutamina & a prin-
cipal fonte nitrogenada para a sintese de proteinas de reserva em

cultive de cotilédones isolados "in vitro”, os resultados aqui
apfesentados discordam dos autores acima. Isto pode ser devido ao
sistema de “explants’ desenvolvido neste trabalho se aproximar
mais da planta de origem do que ao sistema de cultivo de cotilé-
dones iscvlados "in vitro'.

A auséncia de ureideos nos cotilédones sugere que estes
compostos s80 metabolizados nas vagens e tegumentos antes de en-
trarem nos cotiledones, ja que RAINBIRD et al (1984) observaram
que as pPrincipals substancias nitrogenadas liberadas dos tegumen-
tos para as sementes foram a glutamina e a asparagina. Esta hipd-
tese pode ser reforcada por COKER & SCHAEFER (1985) us quais de-
monstraram que os tegumentos das sementes apresentam maiores ati-
vidades de glutamina sintetase e maiores taxas de degradagio da
alantoina do que os cotilédones, indicando que os tegumentos tém
um papel importante na assimiléc%o e degradacl3o da alantoina.

A alta sintese de proteinas de reserva nos cotilédones
pode ser devido principalmente ao metabolismo dos aminoacidos,
pois nesta parte do fruto foram detectadas altas atividades de
asparaginase e alantoinase (GOMES & SDDEK,l1?84; TONIN, 1988),
sintetase do glutamato e sintetase da glutamina (STOREY & BEE-

VERS, 1978; STOREY & REPORTER, 1978 e TONIN, 1988).
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Como podemos observar, as trés fontes de nitrogénio
utilizadas percorvreram um caminho normal de transporte, ou seja,
cau}e; vagem, tegumento e cotilédones, podendo acumular-se ou se-
rem metabolizadas, resultando, portanto, em maiores teores de

proteinas nos cotiledones.

5.9. DISCUSSAO GERAL DO EFEITO DAS AMIDAS (GLUTAMINA E
ASPARAGINA) E UREIDEDS (ALANTOINA) SOBRE DS "EX-

PLANTS" DE SO0JA

Dos resultadns ate agora discutidos, tomou-se por base
‘0 peso da matéria seca das 4 partes do "explant’.

Se observarmos a TABELA 2, notaremos que o peso da ma-
teéria seca aumentou, principalmente se relacionarmos os tratamen-
tos aco controle dia zero. Este efeito deveu-se principalmente a
fonte de carbono, pois a sacarose fol adicionada a todos os meios
de cultivo na mesma concentracdo, onde se variava apenas as fon-
tes de nitrogénio. Como os carboidratos s3o os principais contri-
buintes da matéria seca e sabendo-se que o nitrogénio contribuiu
em apenas ¢ %X do total do peso seco em milho (LATSHAW & MILLER,
1924, «citados por SALISBURY & R0SS, 1978), os resultados ser3o
entdo analizados com base nos niveis de nitrogénio, em vez de ma-
téria seca.

Para se conseguir valores aproximados de nitrogénio to-
tal, os teores de proteinas (TABELA 4) foram divididos pelo fator

6.25 (transforma peso de proteina em peso de nitrogénio) e poste-—
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riormente por 14 (peso molecular do nitrouénioc), obtendo-se assim
umoles de N.

Os teores de N~amino ou amidico foram obtidos multipli~
cando-se o0s teores de aminoacidos livres pelo fator 1.5, como uma
média do nudmero de dtomos de N por mol de aminoscido, consideran-
do a predomindncia da glutamina e asparagina, a%$ gquals possuem 2
atomos de N por mol.

Os teores de ureideos foram multiplicados pelo fator 4,
ja que existem 4 dtomos de nitrogénio em suas moléculas.

0s resultados apresentados na TABELA 3 nos mostyam,
inicialmente, que o tratamento sem nitrogénio pode acumular
N-protéico nos caules, pois ha uma tendéncia de aumento nos teo-
res desse elemento em relac3o ao controlg dia zero.

A maior contribuicBo para este armazenamento do N-pro-
téico em caules, na auséncia da adic3o de qualquer fonte de ni-
trogénio ao meio de cultivo do "explant” deveu-se principalmente
a0 N-ureideo, pois se observarmos os teores desses elementos nos
caules, ocorreu diminui¢3o em cerca de 70 % relativo ao tratamen-
to sem nitrogénio e controle dia zero. Ocorreu ainda uma pequena
contribuicdo dos aminoacidos. Além do armazenamento nos caules de
N-proteéico, os ureideos podem ser translocados para os frutos.

Nas vagens o0s ureideos s3o0 as principais substincias
metabolizadas, PoOis o0s teores de N-ureideo no tratamento sem ni~—

trogénio caem cerca de 93 % em relac3o ao controle dia zero.




Nos tegumentos das sementes, os teores de ureideos
apresentam valores bastante baixos, relativos &s vagens, mas n3o
houve diferengas entre o dia zero e controle sem nitrogénio.

No tratamento sem N, houve um acrescimo de 1469 umol de
N na frag¢lo proteica dos cmtilédones {TABELA 3). Boa parte deste
caumento pode ser explicada pela mobilizag¢30 de nitrog8nio de ou-
tras partes da planta. Os maiores contribuintes sao a fracﬁp
ureidica do caule (35 umol) e da vagem (35 5 umol) e a fraclo
proteica da vagem (24 umol). Em menor grau contribuiram as fra-
cOes de aminodcidos livres da vagem (% umol), caule (5.5 umgl) e
cotilédones (3 wumol). Estes dados também sugerem gue a fracglo
ureidica € a mais rapidamente mobilizada e metabolizada, e a va-
gem a preferida fornecedora de N.

A adi¢3o de alantoina ao meio dé cultivo, relacionada
ao controle dia zero, resultou num aumento do N-protéico de 85.5
umol nos  caules e 267 umol nos cotiledones. 0 N-amino aumentou
1.7 umol nos tegumentos das sementes e decresceu 5.8 umol nas va-~-
gens. 0 N-ureideo aumentou em 56 umol nos caules e ©.38B umol nos
tegumentos.

Embora as plantas de soja no experimento n3c fossem
inoculadas e estivessem sendo irrigadas duas vezes por semana CoOm
uma solug3o nutritiva completa de HOAGLAND (HOAGLAND & ARNDN,
1950), espefafiamos uma inibig3o da Ffiwxac80 simbiotica do nitro-
génio. (OHYAMA & KAMAZAWA, 1979). A guantidade de ureideos trans-
portada deveria ser muito baixa. Entretanto, os teores de N-urei-

deo nos caules e vagens dos “"explants” no dia zero ou no controle



1

in situ"” foram baétante altas. Os resultados encontrados foram
de 49.7 e 63 umoles para o caule e 37.9 e 28.9 umoiéﬁ para as va-
gens, respectivamente. Estes.teores %30 bem maiores daqueles ob-
tidos por GOMES & SODEK (1984) para vagens de plantas de soja n3o
noduladas, mas baixos em relac30 as plantas noduladas. Uma possi-
Jel explicacdo para este fato pode ser devido 5 fixag3o ﬁimbiéti-
ca do nitrogénio, pois McCLURE & ISRAEL encontraram que plantas
de soja ndo noduladas, crescendo sob KNO3~™ 20 mM apresentaram 6 %

do N total como N-ureideo.

Podemog estabelecer para o transporte e metabolismo dos
ureideos nos "explants” sob estudo uma analogia 4s plantas de so-
Ja crescendo em condi¢Bes naturais, pois

0 processo de translocac8c em plantas de soja observado
por OHYAMA & KAMAZAWA (1979), McCLURE & ISRAEL (1979), GOMES &
SODEK (1984), se repete nos "explants” resultando em aumentos nos
teores de N-protéico nos cotilddones.

Os acumulos de N~ureideos nos caules, verificados por
SERRES et al (1985), STREETER (1979), WAREMBOURG & FERNANDES
(1985), se repete aos caules dos ”exp]ants“; embora parte dos
teores de ureideos encontrados pode sé; devido 30s que estio no
sistema de transporte sob o sistema em estudo. Parte do N-ureideo
€ transformado em N-protéico e se acumula nos caules do “explant”
para posterior wutilizac3o, pois STREETER (1979) notou aque o
N-~urejdeo dos caﬁles e peciolos foi consumido ou exportado duran-

E

te a formacdo da semente.
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Nas vagens, o0s ureideos podem ser metabolizados, vpois
GOMES & SODEK (1984) observaram teores bainxos dessas substincias
nestas partes do fruto de soja, quando do periodo de preenchimen-
to das sementes. Os mesmos autores verificaram que a atividade de
alantoinase foi maxima (2@ umol.vagem -1.h.y?, gquando as vagens

ﬂapresentaram sua completa expansdo. Nos "explants’, como resulta-
do desse metabolismo dos ureideos foi o aumento na sintese de
proteinas da vagem.

Nos tegumentos, existem evidéncias que os ureldeos sio
metabolizados nos tegumentos ou vagens, pois RAINBIRD et al
(1984}, mostraram que aé Principais substancias nitrogenadas 1i-
beradas pelos tegumentos das sementes de soja foi a  glutamina,
chegando a atingir 52 % do nitrogénio total, seguida da asparagi-
na ie #. Us mesmos autores observaram que n3o ocoarreu gqualquer
liberag3o de alantoina e acido alantdico dos tegumentos das se-
mentes para os cotilédones. Em relacao aos tegumentos das semen-
tes dos ‘“explants” de soja, os dados n3o permitem chegar a uma
conclusdo definitiva quanto ao metabolismo dos ureideos a qual
chegaram os autores acima, pois 0s teores de ureideos aumentaram
quando da adigac da alantoina ao méin ae cultivo em relacdo ao
controle dia zero ou ao controle “in situ’.

Nos cotilédones, o N-amino ou N-amida (resultantes do
metabolismo de ureideos) que chegam s30 utilizados na biossintese
de proteinas de reserva. 0 sucesso deste experimento em relaclo &
cultura de cotilédones isolados advém do fato que, na cultura de

cotilédones a alantoina estd em contato direto com estas partes
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das sementes, enguanto que no sistema de "explant” a alantoina
pode chegar como uma fonte diferente de N-ureideo.

0 aumento do N total (55.46 umol de N) do tratamento sem
nitrogénio em relagl3o aoc controle dia zero, pode ser explicado
pela quantidade de nitrato gque estava sendo translocado para oS
‘Frutos e transformados em proteinas, durante a incubac3o do "ex-
plant”, ja que no experimento utilizando apenas nitrato como fon-
te nitrogenada houve um ganho real de 35.5 umoles de N em relacio
ao controle sem nitrogénio. Além disto, pode ter ocorrido durante
o experimento uma hidrolise parcial das bases puricas resultantes
do metabolismo dos cotilédones, como proposto por FUJIHARA & YA-
MAGUCHI (19785 .

Relativo a glutamina, verificou~se que esta fonte quan-—
do comparada ao controle sem nitrogénio apresentou aumentos nos
teores de N-protéico de 52,8 umoles nos caules e 142,5 umoles nos
cotilédones. 0Os teores de N-amino ou N-amida aumentaram em 41,7
umoles nos caules, 1,4 umoles nos tegumentos ¢ 13,9 umoles nos
cotilédones. Ocorreram decreéscimos nos teores de N-amino ou
N-amidas de 2,8 umoles nas vagens. 0 Nwareiaeo aumentou nos cau-
les e vagens de 1¢,495 umoles e 8,355 uﬁo}es, respectivamente.

0 efeito da asparagina resultou em aumentos nos teores
de N-proteéico nos caules de 79 .8 umoles e de 147 .7 umoles nos co-
tiledones. 3 N-amino ou N-amida aumentou de 52.3 umoles nos cau-
les, 1.4 umoles nos tegumentos e 3.2 umoles nas vagens & 13.4 nos

cotilédones. O N-ureideo aumentou de 18.8 umoles e 6.9 umoles nos

caules e wvagens, respectivamente, em relagio ao controle sem ni-
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trogénio.

Como podemos verificar, o0 comportamento das amidas glu-
tamina e asparagina foram praticamente idénticos.

Tentando verificar o comportamento dessas fontes nitro-
genadas sobre os "explants’ em relacBo s plantas crescendo sob
regime de nitrato em condi¢Bes normais, podemos estabelecer que

Em plantas de soja n3ao noduladas, a principal subst@n-
cia nitrogenada translocada pelo xilema e a asparagina (OHYAMA &
KaMAZAWA, 1979). Isto também acontece nos "explants™, pois ocor-
reu aumento do teor de aminpacidos e proteinas nos cotilédones
guando a asparagina foil fornecida.

Nos caules de soja pode ocorrer acumulo de asparagina,
como verificado por SERRES et al (41985). Nos “explants”, esta
amida pode se acumular ou ser e$tuc§da sob a forma de N-protéico.

Nas wvagens os teores de N-protéico ndo diferiram signi-
ficativamente em relag3oc ao controle dia zero. 0 N-amino ou
N~amida decresceram 45 X em relac8o ao controle dia zero e o
N-ureideo decresceu 75 %. Para soja, GOMES & SODEK (1984 mostra-—
ram que oS aminoacidos livres cairam a valores muito baixos du-
rante o periodo de preenchimentﬁ das sementes. *

Nos tegumentos, RAINBIRD et al (1984 tém demonstrado
pela técnica do tegumento vazio, que boa parte da asparagina foi
liberada pelo tegumento sem sofrer metabolizagio, o gque esta de
acordo com GOMES & SODEK (1984), pois estes autores encontraram
baixa étividade de asparaginase nos tegumentos das sementes de

spJja.



COKER & SCHAEFER (19835) tém ainda demonstrado que a
ativid#de tda sintetase do glutamato ¥foi de 7 a 12 vezes maior do
que a atividade desta enzima nos extratos cotiiedonareﬁ, tamando
por base o peso da matéria fresca. Portanto, o aumento do N-amino
ou N-amida nas vagens podem ser explicados pela quantidade de as-—
paragina que chega aos tegumentos e pelas transformacOes dessa
amida em outros aminoidcidos, que s3o ent3o enviados aocs cotilédo-
nes.

Nos cotilédones, a asparagina ou produtos de sua meta-
bolizac%o s3o ent3o utilizados para a sintese de proteinas de re-
serva.

0 sistema de cultura de cotiledones “in vitro” tem de-
monstrado que a glutamina e asparagina s3o fontes bastante efi-
cientes de proteinas de reserva em soja (THOMPSON et al, 1977;
HAGA & SODEK, 1987; TONiN, 1988). Istoc tambem foi confirmado pelo
sistema de "explants’” desenvolvido neste trabalho.

Embora a glutamina n3c seja uma amida transportada na-
turalmente na soja, ela & uma fonte e#celente para a sintese de
proteinas de reserva em cotilédones isolados de soja (HAGA & S0-
DEK, 1987; TONIN, 1988) ou para o sistema de "explant” . Isto pode
ser demonstrado pelo trabalho de RAINBIRD et al (1984), os quais
encontraram pela técnica dos tegumentos vazios, que a principal
substBncia nitrogenada liberada pelos tegumentos ¢ a glutamina.
Além disso, nos cotilédones a sintetase da glutamina e a L-gluta-
mina (amida); oxoglutarato amida transfefaae (GOGAT) apresentaram

altas atividades, quando na sintese de proteinas de reserva. As

£



observacbes dos autores acima citados, explicam o aumento de 295
% do N-protéico e de 9@ % do N-amino ou N-amida nos cotileédones
de soja.

Tanto a asparagina, <quanto a glutamina tém um papel se-
melhante na nutri¢3o nitrogenada de sementes de soja. Se a aspa-
ragina e translocada para 5& cotilédones, como observado por
RAINBIRD et al (1984) ela € rapidamente metabolizada, pois GOMES
& SODEK (1984) e TONIN (1988 demonstraram que as malores abivi-
dades de asparaginase foram registradas durante o acumulo de pro-
teinas neste tecidos. A amdnia liberada pela ag3c da asparaginase
pode entio ser utilizada pela sintetase da glutamina e L-glutami-
na {amida) oxagiutaratc.amida transferase (GOGAT), como obser-
vado por TONIN(1988) em cultura de cotilédones de scja isolados.
Assim o0 acido glutamico podera ser utilizado como um precursor de
varios aminodcidos e estes enfﬁo ser3o responsdveis pelas protei-

nas de reserva nos cotilédones dos “"explants™.



& . CONCLUSSES

Com relacg3o aos dados obtidos neste sistema de cultura

semi~asseptica de “explants de soja podemos concluir que

= Para assegurar um bom crescimento de sementes dos "explants”
de soja n3o houve necessidade de adicdo a0 meio de cultivo de vi-
taminas ou cofatores.

- N3o houve queda na Producso de matéria seca das sementes por
-um periodo de 8 dias de cultivo dos "explants", no sistema desen-—
volvido por este trabalho.

~ A melhor composicio de macronutrientes foi a mesma utilizads
por CHANDLER et al (1983), para a cultha de "explants’ de ervi-
lha.

- UOs caules, vagens e sementes n3o possuem reservas suficientes
de macronutrientes para assegurar um otimo crescimento dos coti-
lédones .

- As melhores concentra¢Bes de sacarose utilizadas para o estudo
do preenchimento das sementes estd3o localizadas entre 33,3 mg/ml
€ 66,46 mg/ml do meio.

~ O maior écdmu]o de matéria seca nas sementes de soja, ocorreu
quando a glutamina estava presente no meio, na concentraclio de
65,26 mg/ml .

- O0s caules e vagens aparentemente nioc apresentam reservas de

carboidratos, mas podem estocar substincias nitrogenadas .



- Pode~se manter o meio de cultivo por um periode de ¥ dias, sem
prejudicar o crescimento das sementes.

- A substancia nitrogenada que mais reduziu ou inibiu a sintese
de proteinas nos cotiledones de soja foi a amlnea.

- As melhores fontes de nitrogénio para o processo da biossinbe-
se de proteinas de reserva foram a glutamina, ésparagina, acido
alantdico e alantoina.

- 0 acido glutamico parece ser um forte inibidor da wutilizac3o
da glutamina nos cotiledones dos "explants” de soja.

- 0 aumento da mateéria seca nas vagens, tegumentos e cotilédones
no tratamento sem nitrogénioc pode ser um reflexo da utilizac3o da
gacarose do melo de cultivo.

- Nos caules das plantas crescendo "in situ”, o armazenamento do
nitrogénio esta abaixo de suas capaﬁidades normais de estocagem.

- 0Os caules podem transformar parte do N-ureideo em N“protéicale
armazensar esta ultima subsféncia nitrogenada, ou acumular as ami-
das glutamina e asparagina.

- 0Os ureideos s3o metabolizados nas vagens, pois resultaram num
aumento do N-proteico nesta parte do "explant’, gquando da adicao
da alantoina.

- A fragdo ureidica € rapidamente mobilizada e metabolizada e a
vagem ¢ a fornecedora preferencial de nitrogénio.

- N3o foi detectada a presenga de ureideos nos cotilédones dos
“"explants’, sugerindo gue seu metabolismo ocorreu principalmente

nas vagens.
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- 0 sistema de "explant” desenvolvido por este trabalho ests
mais relacionado com as plantas de soja crescendo em casa-de-ve-

getacio, do que a cultura de cotilédones imaturos isolados creg-

cendo "in wvitro'.
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7 . RESUMO

No presente trabalho desenvolveu-se um sistema de “ewx-
plant” aue possibilitou verificar o transporte e o metabolismo de
substancias nitrogenadas, em caules, vagens, tegumentos das se-
mentes e cotilédones das sementes de soja (Glucine max LL] Mer-
ril? cv. Banta Rosa.

0 "explant’™ utilizado continha apenas uma vagem comple~
tamente expandida com duas sementes (pesando em torno de 200 mg)
um caule com cerca de 6 cm de comprimento e um pedaco de peciolo
remanescente. A base do caule era ent3o mergulhada em frasco con-
tendo um meio de cultura definido, pH 5.0, mantido a 2°C, em ba-
nho de gelo. As vagens permaneceram a uma temperatura de 25°c,
sob luz continua em uma clmara de germinac3o.

_Nas testes-para verificar as melhores condigdes do meio
de cuitiQo que assegurassem melhores crescimentos das sementes
veritficou~se que

N30 houve necessidade da adic80 de cofatores pu vitami-
nas. A melhor composic80 de macronutrientes do meio foi a de
CHANDLER et al (1983). As melhores concentracBes de sacarose es-
t8o0 entre 33,3 e 66,6 mg/ml do meio e a de glutamina foi de 6,26
mg/mi . Us caules apresentaram pouca reserva de carboidratos, mas
continham reservas de subst3ncias nitrogenadas. N3o houve necec~
sidade 'da substitui¢8o dos meios de cultivo durante o periodo de

analise. As sementes apresentaram um crescimento linear ate o 80
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dia de duracdo experimental .

No estudo dos efeitos das fontes de nitrogenio, foi es-
tabelecido que as melhores fontes nitrogenadas qUe aSseguraram um
bbm armazenamento de proteinas de reserva nos cotilédones dos
"explants” foram a glutamina, asparagina, alantoina e scido alan-
toico, segquidos pela glicina. As piores fontes de nitrogénio fo-
ram © acido aspartico, arginina, dcido glutlmico, nitrato e amd-
nea.

Quanto aos teores de proteinas, aminoacidos livres e
ureideos, com base na matéria seca e relacionados ao tratamento
sem nitrvogénio em caules, vagens, tegumentos das sementes e coti~
lédones, podemos estabelecer que

Os caules e cotilédones acumularam proteinas na presen-
¢a de glutamina, asparagina e alantoina. O mesmo fato ocorreu nas
vagens, apenas na presenca de alantoina. Os teores de aminoacidos
livres aumentaram nos caules dos'“explanta“ na presenca da gluta-
mina e asparagina e decresceu na presenca da alantoina. Na vagem
ndo houve diferencas estatisticas significativas nos teores des-
sas subst8ncias nitrogenadas. Ocorreu aumento nos teores de ami-
nodcidos livres nos tegumentos quando as trés fontes foram adi-
cionadas a0 meio de cultivo. Nos cotiledones houve apenas uma
tendéncia de aumento nestes teores com as mesmas fontes asparagi-
na, glutamina e alantoina. Os teores de ureideos s6 aumentaram
significativamente nos caules, vagens e tegumentos na presenca de

alantoina, e n3o foram detectados nos cotilédones.




ApSs a converslo de proteinas, aminodcidos livres e
ureldeos em umoles de N-protéico, N-amina ou N-amida e N-ureideo,
relacionados ao controle sem nitrogenio, notou-se que os teores
de N-protéico aumentou nos caules, vagens e cotilédones dos "“ex-
plants” quando do tratamento com as amidas (glutamina e asparagi-~
na) & ureideos (alantoina). 0Os teores de N-amino ou N-amida foram
maio%es nos caules; tegumentos e cotilédones nos tratamentos com
glutamina e asparagina e nos tegumentos e cotilédones no trata-
mento com alantoina. Os teores de N-ureideos tiveram aumentos nos
caules, vagens e tegumentos na presengs da alantoina no meio de
cultivo, nos caules no tratamento com asparagina e nos tegumentos
das sementes na presenca de glutamina e asparagina.

Os resultados aqui apresentados, relativos ao transpor-
te e metabolismo das subst@ncias nitrogenadas e acudmulo de pro-
teinas de reserva em sementes de soja, aproximam—se mais da plan-—

ta "in vivo" do que ao sistema de cultura de cotiléddones imaturos

“in vitro'.
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