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I. INTRODUGAO

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de obter
o melhoramento das plantas cultivadas em termos de guantidade
e gualidade de proteina da semente. Isto porque mais de 70%
das protelnas utilizadas na nutrigac do homem e dos animais
sac de origem vegetal (KAUL, 1973).

Entre todas as culturas importantes, a soja € a gue apre-
senta a mals alta produtividade em proteina. Dados de LUSE e
OKWURAIWE (1975) mostram uma produgao de 9,1 kg de proteina
por hectare por dia para a soja, comparada com 4,5 kg para

Phaseolus lunatus, 2,7 kg para Vigna unguilata, 1,9 kg para

Oryza sativa e 1,6 kg para Zea mays.

A soja, entre outras legumincsas, & uma fonte de proteina
vegetal rica no aminodcido essencial lisina. Isto & de muita
importancia porgue a lisina & um aminoacido encontradoc em pe-
guenas guantidades nos alimentos (em especial nos cereais)
consumidos pelo homem e pelos animais. Embora a soja nac pog
sua uma proteina perfeita, pois ela & deficiente nos aminoaci
dos gque contém enxofre (metionina e cisteina), ela complemen-
ta outros alimentos, principalmente os cereais. O efeito da
interagao da soja com milho, documentado por BRAY (1962) e
CLAWSON et alii (1963), resultou num complexo de aminoacidos
de excelente gualidade para a alimentagao de animais.

A semente & o Orgac das plantas cultivadas gue apresenta
maior concentracaoc de proteina. As sementes maduras das legu
minosas geralmente apresentam de 20 a 25%, podendo chegar, en
certos casos, até 40 a 45% do seu peso seco como proteina. O
acimule de proteina varia em torno de 1 a 4 mg por dia, num
periodo aproximado eguivalente a 25 a 35% do tempo necessario
para a maturaczo das sementes de Pisum sativum (BEEVERS e
POULSON, 1972; BASHR e BEEVERS, 1976), de Pisum arvense (FLILW
e PATE, 1968}, de Vicia faba {MILLERD et alii, 1971; WRIGHT ¢
BOULTER, 1972) e de soje (BILL ¢ BREINDENBACH, 1974).

Nesga fase de aclmulo ripido de proteina, as sementes ne-
cessitam de um grande suprimento de aminocicidos. Esses ami-
nofcidos sac fornecidos pelas ralzes e folhas e transportados

via xileéma e floema para & vagem e, por Ultimo, para a semen-
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te em desenvolvimentc (PATE, 1971:; LEWIS e PATE, 1973). A
produgac das sementes depende ent3o, em grande parte, da efi-
ciéncia com gue 0s compostos nitrogenados sao transferidos
das partes vegetativas para os frutos em desenvolvimento,

Alguns trabalhos tém sugerido a importa3ncia da folha e da
vagem como fornecedoras de nitrogénic e carbonc para a sinte-
se de aminocacidos e proteinas nas sementes.

LINCK e SUDIA (1962) mostraram gue 90% do carbono exporta

do da folha de Pisum sativum foram incorporados pela vagem e

pela semente do mesmo nd floral.
LEWIS e PATE (1973) verificaram a distribuicido de '™ na

folha, vagem e semente de plantas de Pisum sativum em fase re

produtiva, através da incorporacdo de !°N0;, !*N-(amida) gluta-
mina e !®N-3cido glutimico pelo caule. Para tanto, as plantas
foram incubadas durante 10 horas com esses isOtopos e em se-
guida maig 14 horas com Os mesmos compostos nao marcados, Com
parando os dados da distribuigdc de '°N nesses Orgdos obtidos
ds 10 e 24 horas apds o inicio da incorporagdc, os autores ve
rificaram que 5% do '°N absorvido inicialmente pelas partes
vegetativas foram transportados para a semente em desenvolvi-
mento € gue o0 caule e as folhas foram os principais doadores.

ApbGs a incorporacao de 1*0, na vagem de Datura stramo-

nium, através da fotossintese, LEWIS et alii (1971) verifica-
ram gue este Orgac contribuil com aminodcidos para a formagao
de proteinas nas sementes. Esta contribuicZc, no entanto, &
relativamente peguena em comparac¢ac com a da folha adijacente
ac fruto.

FLINN e PATE (1970), através da incorporacido de '"CD, aos

feliolos, estipulas e vagens do 19 nd floral de Pisum arvense,

pela fotossintese, verificaram gue a guantidade de carbono
doada por esses Orgaos para a semente foi, respectivamente,

174,74 e 150 mg. Isso consistiu em 2/3 do carbono necessario
para o desenvolvimento das sementes desse nd., 0Os autores ve-
rificaram também‘que, ac contraric da vagem, os foliolos e as
estipulas fornecem carbono para outras partes da planta, a-
iém da semente.

A transferéncia de '"C, incorporado como. 1“C0; pela fotos-
sintese, e de '*NO0;, aplicado ac sistema radicular de Pisum

arvense, foi estudada por PATE e FLINN {(1973). Esses autores
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encontraram uma alta eficiéncia na transferéncia de carbono
e nitrogénio das partes vegetativas para as partes reproduti-
vas da planta. Verificaram também gue, dc nitrogénio mobili-
zado para a semente, 20% originaram-se do nitrogénio assimila
do durante o crescimentoc vegetativo e 64%, do nitrogenio as-
similado durante o crescimento reprodutive, sendo o caule =
as folhas os principais doadores de !°N. Ao contrario do ni-
trogénio, o carbono assimilado no inicio do ciclo da  planta
nao foi importante & nutrigdo do fruto.

KIPPS e BOULTER (1974) colocaram folhas e vagens de Vicies
faba para incorporar '“CO, e determinaram a distribuigac dos
aminodcidos marcados na vagem e na semente por autoradiogra-
fia. Eles observaram gue a folha e a vagem doaram carbonc pa
ra a sintese de proteina da semente, sendo gue a folha forne-
ceu 10 vezes mais carbono gue a vagen.

A folha, devido a sua capacidade de sintese e exportagéo
de compostes nitrogenados, desempenha uma funcao importante
na nutrigczo do fruto em desenvolvimento. Para a sintese des-
ses compostos nitrogenados, ela utiliza o nitrogénio forneci-
do pelas ralzes. Esse fornecimento de nitrogénic consiste
principalmente de nitrato absorvido pelas raizes e uma guanti
dade varidvel de nitrog2nio organico.

Os processos gue rvesultam na assimilac3o do nitrog2nio pe
la folha saoc bem conhecidos. A incorporagao do nitrogénio mi
neral em nitrogénio organico, especificamente aminoidcidos, o~

corre preferencialmente, como indicade pelo seguinte esguenma:

glutamato <§:(:?glutamato
4
)

glutamina o~ceto glutarato

1 2 3 f,:v =
NOs MOz NHy N\\jglutamina (*)- .~ aspartato
glutamato < Ki:asparagina (%}

(1} redutase de nitrato {4} glutamatc sintase
{2) redutase de nitrito {5} asparagina sintetase
(3} glutamina sintetase (¥} uvtilizadas no transporte

A enzima redutase de nitrato & a primeira a atuar no pro-
cesso de redugao e incorporagac do nitrato em amincacidos

(BEEVERS e HAGEMAN, 1969). Ela & uma enzima localizada no ci




toplasma (RITENOUR ggriéig, 1967; SANTARIUS e STOCKING, 1269;
DALLING et alii, 1972; WALLSGROVE et alii, 1979) e requer eg
pecificamente NADH como cofator (SCHRADER et alii ,i968; BEEVERS
et alii, 1974). & redutase de nitrato & induzida pelo subs-
trato {(HAGEMAN e FLESHER, 1960} e a sua atividade nos tecidos
& afetada por fatores ambientais e alteragoes verificadas no
desenvolvimento da planta (MAGALHAES, 1975).

O nitrito, produto da reacao de reducgao 4o nitrato, &
transformado em amonia através da agao da redutase de nitrito
{(REEVERS e HAGEMAN, 196%). Ela estid localizada no cloroplas-
to (DEL CAMPO et alii, 1966; RITENOUR et alii, 1967, WALISGRIWE
et alii, 1979) e utiliza ferredoxina como doador de elétrons
(DEL CAMPO et alii, 1966).

Durante muitos anos foi considerado gue a principal via
de assimilacac de amdnia ocorria através da aminagac redutiva
do o-ceto glutaratec, catalizada pela glutamato desidrogena-
se, formando glutamato (MIFLIN e LEA, 1976). 2 reagao ocorre
nos cloroplastos (LEECH e KIRK, 1968; XRETOVICHE et alii, 1970;
TSUKAMOTO, 1970) e utiliza NADI(PJH como cofator (LEECH e KIERE,
1868; GIVAN et alii, 1970; LEA e THURMAN, 1972; MAGALHAES et
alii, 1976). A glutamato desidrogeﬁase ccorre em muites teci
dos de plantas e foi purificada de ralizes de ervilha (PALICH
e JOY, 1873).

Trabalhos recentes mostram gue a principal via de utilizz
cac de amdnia em plantas superiores & a formagao de glutamato
pela agac combinada das enzimas glutamina sintetase e glutama
to sintase {(LEA e MIFLIN, 1974; 1LEWIS = PROBYN, 1578).

A presenca da glutamina sintetase, responsivel pela rea-

¢ao de sintese de glutamina a partir de glutamato e amdnia
nos cloroplastos, foi demonstrada por O'NEAL e JOY {1973a);
GIVAN (1975) e HAYSTEAD {1973). Recentemente WALLSGROVE et

alii, (1979) constataram gue 60% da glutamina sintetase de cé
lulas de folha de ervilha estzo localizadas no cloroplasto e
o restante no citoplasma.

2 enzima glutamina sintetase foi purificada de fclhas de
ervilha por O'NEAL e JOY (1973b e 1974) e de n&duleos de rai-
zes de soja por MAC PARLAND et alii, (1976). Ela tem um bai-
%0 Km para ambnia (1,9 x 10"53} para a enzima de folha de er-

vilha (O'NEAL e JOY, 1%73b), ac contraric da glutamatc desi-
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drogenase, cujo Km para amdnia (5,8 x 107°M) & maior gue a
concentracae (2 mM) necessaria para desacoplar a fotofosfori-~
lagac no cloroplasto. Essa alta afinidade por amdnia, apre-
sentada pela glutamina sintetase, €& gue torna o sistema gluta
mina sintetase - glutamato sintase a principal via de assimi-
lacao de amdnia.

LEA e MIFLIN (1974) demonstraram a presenca da enzima glu
tamato sintase dependente de ferredoxina em cloroplasto de er
vilha. Ela & capaz de transferir o grupo amido da glutamina
para c-ceto glutarato, formando duas molé&culas de glutamato.

A glutamato sintase foi purificada de folhas de Vicia fa-
ba por WALLSGROVE et alii, (1977), estd localizada no cloro-
nlasto (WALLSGROVE et alii, .1977, 1879) e possuil alta afinida
de por glutamina, a-ceto glutarato e ferredoxina.

A enzima asparagina sintetase, capaz de catalizar a itrans
ferencia do grupce amido da glutamina para aspartato formando
asparagina, foi purificada de folha de scja (STREETER, 1574),
de Lupinus luteus (ROGNES, 1975), e de Lupinus albus (LEA e
FOWDEN, 1975b).

0 fornecimento de nitrogénic para as sementes depende ini

cialmente da redugao e assimilagaoc do nitrato abscorvido pelas
raizes e da fixag¢do bioldgica do nitrog@nio atmosférico, gue
ocorrem no inicic do ciclo de vida da planta.

Em geral, uma peguena guantidade do nitrato absorvido &
reduzida na raiz e a maior parte & transportada via xilema,
para a folha, onde ele & reduzido e incorporado em amincici-
dos. O tipo e a cguantidade relativa de compostos nitrogena-
dos exportados pela raliz, decorrentes da redugéo do nitrato,
variam de algum modo comlm a nutzigéo da planta. Entretanto,as
duas amidas - glutamina e asparagina - sao sempre dJdominantes
no espectro de amincicides, juntas fornecendo 80 a 90% do ni-
trogenic exportado (PATE e WALLACE, 1864).

Os principais produtos da fixagio bioldgica do  nitroge-
nic, em leguminosas noduladas, sao os ureideos (alantoina e o

Geide alantdico) e a amida asparagina.

0s ureideos sac compestos nitrogenados importantes numa
grande variedade de plantas. Fles sao encontrados nos Crgaos
vegetativos e reprodutivos de plantas noduladas de soja (MATSU

e d a
MOTO et alii, 1977;:; STEEETER, 1979), na seiva do xilema de
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plantas noduladas de ervilha (PATE e WALLACE, 1964;PATE, 1971),
de feijao (PATE, 1%71) e de Vigna unguilata (HERRIDGE e PAT

1977; BERRIDGE £t alii, 1978). Em Vigna uncuilata, os urei-

deos alantoina e &cido alantdico representam a maior  £ragao
de nitrogénioc solGvel durante © crescimento vegetativo e re-
produtivo da planta.

WALLACE e PATE (1967) verificaram gque as amidas sao produ
tos organicos imediatos decorrentes da redugao do nitrato e
PATE et alii, (1973) mostraram gue a biossintese das  amidas
na folha de ervilha estd relacionada com a redugao do nitrato

Através do fornecimento de K°NO;, ao xilema de folhas de

Datura stramonium, LEWIS e BERRY ({1975} mostraram uma transfe

réncia em massa de !®N para glutamina, dependente da guantida
de de nitrogénic incorporado.

Estudos cinéticos da incorporagac de '"N0; em folhas de
ervilha (BAUER et alii, 1977) mostraram gue o grupc amida da
glutamina possui a taxa mais alta de incorporagao de amdnia.

Estudos enzimaticos, realizados por LEA e FOWDEN (1975a)
e ROGNES (1875), sugeriram gue o grupo amida da glutamina & o
doador preferencial gue & transferido para o aspartato, para
a sintese de asparagina.

A guantidade de nitrogénio produzido pela fixacdo bioldgi
ca do nitrogénic e pela redugao do nitrato na folha e na raiz,
varia durante a ontogenia da planta.

Em feijao, a atividade da nitrogenase se evidencia antes
do aumento da atividade da redutase de nitrato. A redutase
de nitrato apresenta dois picos de atividade, um no inicioc do
crescimento vegetativo e outro na metade do periodoc de enchi-
mento da vagem. Isto mostra gue o feijao absorve e reduz efi
cientemente o nitrato nos estagios de pds~floragao (FRANCO et
alii, 1879).

Em plantas de soja (noduladas), a atividade da redutase
de nitrato inicia antes da atividade da nitrogenase. A redu-
tase de nitrato atinge © pico no inicio do crescimento repro-
dutivo e depolis declina continuamente (HARPER e HAGEMAN,1872;
THIBODEAUX e JAWORSKY, 1975).

Esses padrOes de absorgac e reducado de nitrato e de fixa-
cac do nitrogénio atmosférico indicam gue esses pProcessos sSao

eventos sucessivos, cada um contribuindo para a nutricac ni-




trogenada em estagios definidos durante o desenvolvimento da
planta.
Varios trabalhos tem relatado a importincia da glutamina
e da asparagina no transporte de nitrogénio para a semente.
LEWIS e PATE (1973) utilizaram !°N para estimar a contri
bui¢ao relativa de diferentes compostos no transporte de ni-

trogénio da folha para o fruto de Datura stramonium e conclui

ram que a glutamina & o principal composto transportado. Com
o estudo da incorporagac de '°N transportado na corrente
transpiratéria e de lie pela fotossIintese, no sistema fo-
lha—frutoe de Datura, LEWIS (1975} indicou gue a glutamina su-
pre a semente com o0 nitrogénio reduzido gue & necessario para
a sintese de amino&cidos. '

ARRUDA e SILVA (1979) analisando a seiva extraida do pe-
dinculo da espiga de milho, mostraram gue a glutamina & o
principal amino&cido transportado para o endosperma da semen-
te.

Em Lupinus albug, ATKINS et alii, (1975) verificaram gue

50 a 70% do nitrogénio transportado no sistema vascular gue
chega ao fruto encontram-se na forma de asparagina e STREETER
{1972) mostrou gue a asparagina € o principal componente do

exudato do caule de soja. Em Pisum sativum {(LEWIS e PATE,

1873), foi verificadc gue asparagina e glutamina compoem 58,7%
do nitrogénio encontrado na seiva de floema qgue serve o fru-
to.

A semente, além de receber compostos nitrogenados que fo-
ram sintetizados pelas folhas e pelas raizes, pode receber
também amincacidos originados da hidrdlise de proteinas gue
ocorre durante a senescéncia da folha. A observacgao de gue a
concentragao de aminodcidos no floema aumenta durante a senes
céncia da folha comprova este fato (HALL e BAKER, 1972; BATE
et alii, 1974; VAN DIE e TAMMES, 1975).

PETERSON e HUFFAKER (1973); DALLING et alii (1977); FELLER
et alii (1977) investigaram a fung&c das proteases da folha
na econcmia nitrogenada de cereals e estabeleceram uma estrei
ta relagac entre o decréscimo de proteina e o aumento da ati-
vidade de enzimas proteoliticas da folha. STOREY e  RBEEVERS
(1977) observaram gue aminc&cidos livres nao acumularam na fo

lha e vagem senescentes guando cocorreu a degradacao de protel
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na nesses Orgaocs.
STOREY e BEEVERS (13877}, medindo a atividade proteclitica

na folha e na vagem, durante o desenvolvimento de Pisum sati-

vum, ressaltaram a importancia das enzimas proteoliticas no
fornecimento de aminocdcidos para a sintese de proteinas no co
tilédone em desenvolvimento. PATE e FLINN (1973), STOREY e
BEEVERS (1977) verificaram gue, mesmo durante o aclmulo de
compostos nitrogenados, a folha de ervilha pode liberar o ni-
trogénio que foi azssimilado no inicio do crescimento. Esta
liberagao de nitrogénio aumentou durante a senescéncia e os
autores concluiram gue a mobilizacao de reservas de nitrogé-
nio, do local de produgao, foi um processo continuo gue aumen
tou durante o desenvelvimento da semente.

Como foi visto, a corrente transportadora gue fornece com
postos nitrogenados pafa a semente em desenvolvimento & rica
em glutamina e asparagina (LEWIS e PATE, 1973 e ATKINS et
alii, 1975}. A importéncia dessas amidas na nutrigao nitroge
nada da semente em desenvolvimento, & comprovada pela verifi-
cagao de gue asparagina e glutamina sao utilizadas na sintese
de proteina, em culturas in vitro de cotil&dones de ervilha
(MILLERD et alii, 1975) e de soja (THOMPSON et alii, 1977).

A proporcac nitrogénio—~amida : nitrogénic-amina na seiva
& alta (= 4:1), o gue sugere gue os esgueletos de carbono sao
eficientemente utilizados na assimilagdo e transporte do ni-
trogénic, sendo a asparagina (2N:4C) a forma gue proporciona
malor economia no uso de carbono (MIFLIN e LEA, 1877).

Foi demonstrado gue a corrente transportadora gue fornece
amino&cidos para os cotilédones nac contém o espectro de ami~
nodcidos necessarics para a sintese de proteina na semente. E
les devem ser fornecidos pela sintese de novos amincacidos,
utilizando carbono e nitrogénio importadeos pela semente, como
mostrado por LEWIS e PATE (1973); PATE et alii, (1974).

LEWIS e PATE (1973), ATKINS et alii, (1975), LEWIS (1975}
utilizando asparagina e glutamina marcadas com !°N no grupo
amida, mostraram gue o isdtopo foi transferido para © grupo
c-aminoe de muitos aminoicidos, indicando, assim, gue na semen
te ocorre uma sintese de novo de aminocadcidos.

A presenga de enzimas gue podem degradar a glutamina, co-

mo a glutamatc sintase, em sementes imaturas de ervilha
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{(STOREY e BEEVERS, 1976} e milho (SODEK e SILVA, 1877), e de
uma asparaginase, capaz de degradar asparagina, em sementes
de Lupinus (LEA et alii, 1978) e de ervilha (SODEK et alii,
1980), indica a maneira como podem ser utilizadas estas fon~
tes de nitrogeénio.

A grande contribuigao das folhas para a sintese de proteil
na na semente evidencia a importancia da associa¢io folha-se-
mente no metabolismo de nitrogénioc da planta durante a fase
reprodutiva: a primeira, como produtora de nitrogénio orgéng
co e a segunda, como sitio de consumo deste nitrogénio.

Com referéncia 3s leguminosas, o sistema folha-semente

s I (i1}

complicado pela presenga dos tecidos gue formam as vagens.
xistem algumas evidéncias da importdncia da vagem no forneci-
mento de carbono para as sementes, mas pouco se conhece sobre
o fornecimento de nitrogénio.

2 falta de referéncia na literatura cientifica com respel
to ao sistema folha-vagem-semente, especialmente com relagdo
2 contribuicgao da vagem no fornecimento de nitrogénio reduzi-
do para as sementes, levou & realizacao deste trabalho gue

tem por objetivos:

1. Determinar a capacidade da vagem para assimilar o ni-

trato fornecido 3 planta, através das raizes, apbs a

antese.
2. Estimar a contribuicado da folha e da vagem no forneci
mento de nitrogénio reduzidco para ser utilizado na

sintese de aminodcidos e protelinas na semente.

Essas avaliagOes foram feitas através de estudos das enzi
mas envolvidas na redugao e assimilagdo de nitrogénio, duran-~

te a fase reprodutiva da planta de soia.
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IT. MATERIAIS E METODOS

1. Cultivo das plantas

Sementes de soja, {(Glycine max (L.} Merril), varie-

dade Santa Rosa, obtidas na Se¢dc de Leguminosas do Instituto
agrondmico de Campinas — Sao Paulo, foram colocadas para ger-
minar em potes de plastico, com capacidade para 3 litros, con
tendo areia lavada. Foi verificado gue esse volume nac & li-
mitante para © crescimento das ralzes da planta. Apds o plan
tio, os potes foram cclocados em ambiente natural, e as plan-
tas, em nlmero de duas por recipiente, forém regadas diaria-
mente com solugzo nutritiva normal de Hoagland. Ao atingirem
0 estdgio cotiledonar (10 dias de idade), as plantas foram
transferidas para camara de crescimento com ambiente controla
do Conviron EF-7H. As condigles de crescimento da camara fo-
ram: fotoperiodo de 9 horas, radiagao lumincsa incidente de
0,18 cal cm % min * e ilumindncia de 15.000 lux ac nivel das
folhas das plantas. A umidade relativa coscilou entre 40 e
50% e a temperatura mixima foi de 27°C e a minima de 22°C dia
e noite, respectivamente.

0 fotoperiodo curto (9 horas) foi utilizado para in-
duzir a floragdo da planta. Foi determinado, em testes preli
minares, gue a exposicao da planta, no estigio cotiledonar,
a 7 fotoperiodos curtos, ocasiona o aparecimento de flores
gquando ela atinge o estigio de 7 folhas trifolicladas (30
dias apds o plantio). Isto permite obter plantas de pegueno
porte e bastante uniformes que podem ser mantidas em camara
de crescimento ate o final da fase reprodutiva.

Apbs a indugao da floragao, as plantas utilizadas
nas analises bioguimicas permaneceram na camara de crescimen-
to sob fotoperiodo de 14 horas e as plantas utilizadas nas
determinagses fisioldgicas foram transferidas para a casa de

vegetacao.
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2. Avaliacgoces fisiolégicas

As avaliacoes fisioldgicas, como o comprimento da
vagem, & 0 pest seco da semente, foram realizadas durante o
desenvolvimento pbs-floragao com o intuito de verificar o pa-
drac de distribuicao de metabolitos através das varias estru-
turas vegetativas e reprodutivas da planta. Para essa averi-
guagao foi feita a remo¢dao de diferentes folhas e/ou frutos
da planta na floragao, considerando como floragao o estigio
onde a maioria das flores se encontra aberta.

Como a variedade Santa Rosa € uma soja de crescimen-
to determinado, o crescimento vegetativo cessou com ¢ inicio
do desenvolvimento reprodutive. Para facilitar este estudo,
foram retiradas ags folhas presentes no 19, 29, 3¢, 49 e 9g¢
nds no inicio da floragio, e seus respectivos frutos, de to-
das as plantas. Com a finalidade de confinar a amostragem a-
penas ao caule principal, foram removidos os ramos laterais
assim gue estes surgiram.

A avaliagao qguantitativa das alteracgCes provocadas
nos varics tratamentos fol feita tomando-se medidas semanais
do comprimento das vagens de cada nd, até 30 dias apds a flo-
ragao. No final do estagio de maturagdo dos frutos, as estru
turas reprodutivas foram destacadas da planta e as sementes
foram colocadas para secar em estufa a GOOC, durante 24 no-
ras. Este experimento consistiu em 28 combina¢Oes da remogaoc
de diferentes folhas e/ou frutos da planta. Todas as combina
coeg foram feitas 3 vezes, em épocas diferentes de plantio,
com uma planta por tratamento. O resultado fol a média dos
3 experimentos e expresso em termos da somatdria do comprimen
to das vagens e da somatdria do peso seco de sementes de cada

&. A somatdria foi utilizada porgue mostra melhor a produ-

o]

o de um determinado né do gue os dados expressos por unida-

)
W

o

a8 de vagem ou semente.
g .

3. Avaliacoes bicguimicas

As analises biogulmicas realizadas para averiguar o©

comportamento das enzimas da assimilagzo do nitrogénio duran-~
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te a fase reprodutiva da planta foram feitas periodicamente,
de 3 em 3 dias. A sétima folha trifoliolada e as vagens e se
mentes desse nd foram utilizadas neste estudo, sendo gue esse
nd apresenta, em media, 4 vagens e cada vagem, 2 sementes. Os
tecidos folha, vagem e semente, utilizados nas determinagoes
enzimaticas, foram coletados 5 horas apds o inicio do periodo
de luz na camara de crescimento. Esse tempo de iluminagio &
necessario para se obter a mixima inducido da atividade da en-
zima redutase de nitrato (NICHOLAS et =zlii, 1976a, 13976b).
Apds a coleta, os tecidos foram lavados, enxugados e,
depois da pesagem, foram utilizados para as determinagoes bio

guimicas.

3.1. Determinagao in vivo da atividade da redutase

de nitrato

0 método para estimar a atividade da redutase
de nitratce in vive fol descrito por HAGEMAN e HUCKLESBY (1971).
Ele consiste em infiltrar o tecido com uma solugao contendo
nitrato e na subseguente dcsagem do nitrito produzido na rea-
cao, gue se difunde para o meio de incubacao.

C tecido foil cortadc em pedagos de aproximada-
mente 5 x 5 mm e 0,5 g foi colocado em recipientes de vidro
de 30 mm de didmetro por 60 mm de altura, contendo meio de in
filtragao na proporgao 1:10 (p/v). © meio de infiltrac¢3o con
sistiu de 4,1 M de tampéo fesfato pH 7,5, 1% de n-propanol e
0,1 M de nitrato de pot3ssio. Foi introduzido no frasco um
suporte plastico revestido com tela de nyvlon para manter os
pedacos de tecido submersos na solugao. 2 seguir, os frascos
foram colocados sob vacuo de aproximadamente 5 mm de merch-
rio. Decorridos 30 segundes, o ar foi rapidamente reintrodu-
zido e este procedimento repetido. BApds a liberacao do va-
céo, os frascos foram incubados em banho-maria 3 30°C e manti
dos zoh 5gitagéo constante. Durante a reagéo, os frascos fo-
ram mantidcs no escuro para evitar a utilizacg¢dc do nitrito
formado na reacao catalizada pela enzima redutase de nitrito.

Em intervalos de tempo de 15 e 45 minutecs, foi

removida uma aliguota de 0,2 ml do meioc de reacdo e colocada




=
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num tubo contendo 1,8 ml de agua, 1,0 ml de 1% (p/v) de sul-
fanilamida em HCL 1IN e 1,0 ml de 0,01% {(p/v) de N~-{(l-naftil)
etilenodiamino dicloreto, para a determinacdc  colorimé&trica
do nitrito. A leitura fol realizada & 540 nm e a guantidade
de nitrito foi calculada utilizando-se uma reta padrao na fai

xa de concentragdo de 10 % & 10 ! uymol de NO;.

3.2. Determinagao in vitro da atividade da redutase

de nitrato

A atividade da redutase de nitrato in vitro
foi determinada segundo o método descrito por HAGEMAN e
HUCKLESBY (1971). A enzima fol extraida do tecido e incubada
com ¢ substrato nitrate e o cofator NADH, dosando-se o nitri-

to formado gue & o produto da reagao,
NO; + NADH - NO; + H,0 + NAD™

0 mé&todo de ensaio consistiu de uma modifica-
cio de MAGALHAES (1973), da técnica descrita por WELLS, (1971).

O tecido foi homogeneizado em meio de extracao
na proporgao de 1:6 (p/v), & temperatura de 0 a 4°c, em banho
de gelo. O meio de extragao consistiu de 25 mM de tampao fos
fato, pH 7,8, 5 mM de EDTA, 10 mM de L~cisteina na forma de
hidrocloreto e 3% (p/v) de caseina. O extrato foi centrifuga
do a 10.000 x g por 15 minutos a 0°C. 2 seguir, uma aliguota
de 0,2 ml do scobrenadante foi incubada no meio de reagéo con-
tendo 125 mM de tampzo fosfato, pH 7,8, 10 mM de nitrato de
potiéssio e 0,2 mM de NADH e o volume final foi de 2,0 ml. Os
tubos de reagdo permaneceram em banho-maria a 30°C, durante
30 minutos.

A reagac foi interrompida pela adicao de 1,0
ml de 1% (p/v) de sulfanilamida em HCL 1IN e 1,0 ml de 0,01%
(p/v) de N-{l-naftil) etilenodiaminc dicloreto. Z4s amostras
foram deixadas em repousc durante 30 minutos para a estabili-
zagao da cor e, em seguida, centrifugadas a 2.500 x g. & den
sidade Stica do sobrenadante foi lida a 540 nm e a guantidade

de nitrito fol calculada utilizando-se uma reta padrac na fai
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b

xa de concentracdc de 10 ° a 10 'umol de nitrito.

3.3. Determinagao da atividade da glutamina sinteta

sa

Fara avaliar a atividade da glutamina sinteta-
se foi utilizado o método descrito por RHODES et alii (1875).
A atividade pode ser medida pela rzagao sintetase dosando-se
a formagac de y-glutamil hidroxamato a partir de glutamato e

hidroxilamina (gue substitui ambnia), de acordo com a reagao:

glutamato + ambnia + ATP - glutamina + ADP
i

Mg

A reacao transferase, gque & o inverso da rea-
cao sintetase, & outro modo pelo gqual pode ser avaliada a glu
tamina sintetase. Nesta reagao, a enzima & incubada com glu-
tamina e hidroxilamina, dosando-se a formagao de Y~glutamil

hidroxamato:

glutamina +hidroxilamina ﬁ%%%ﬁ* v-glutamil hidroxamato + amd-
&
vt nia

0 tecido foi homogeneizado em meio de extragao
na proporcao 1:10 (p/v), & temperatura de C a 4°C, em  banho
de gele. O meic de extragac consistiu de 0,05 M de tampaoc
tris, pH 7,2, €,5 mM de EDTA, 1,0 mM de ditictreitol e 0,1%
de Triton X-100. O extrato fol centrifugado a 10.000 x g du
rante 15 minutos, a 0°C. © sobrenadante obtido foi dessalini
zado, utilizando~se uma coluna de Sephadex 6~25 (1,5 % 13,6 om)
eguilibrada com © mesme tampao utilizado para a extragao da
enzima, naoc contendo Triton X~100.

O meio de reagao utilizado para avaliar a ati-

vidade da enzima pela reagao sintetase foi 132 mM de glutama-

to, 6 mM de hidroxilamina, 45 mM de MgCly, 18 mM de ATP e
50 mM de tampéo tris pH 7,2. Para a reagéo transferase foli
utilizado meio de raagéo contendo 65 oM de glutamina, 17 mM

de hidroxilamina, 33 mM de arseniato de s5dic, 2,5 mMde CaCly,




0,17 mM de ADP e 100 mM de tampaoc tris, pH 6,4.

Os tubos de reagao foram colocados em banho-
-maria, a 32°C, e a reagac foi iniciada com a adigao da enzi-
ma, sendo o volume final de 2,0 ml. Para parar a reagéo fo-
ram utilizados 1,5 ml do reagente de FERGUSON e SIMS (1971),
contendo 0,87 N de HC1l, G,20 M de acido triclorcacético e
0,37 M de FeCls;. Decorrides os 30 minutos para a estabiliza-
cao da cor, as amostras foram centrifugadas a 2.500 x g para
a remogao de proteinas. A guantidade de y-glutamil hidroxama
to fol determinada colorimetricamente a 535 nm, considerando

gque 1 pMol desse produtc da uma leitura de 0,34 de densidade

otica.
3.4. Determinagzo da atividade da glutamato desi-~
drogenase
A atividade da glutamato desidrogenase fol de-
terminada pelo método desenvolvido por MIFLIN (1874). Este

método envolve a determinagao do NADH oxidado pela enzima, de
pendente de ambnia e a~ceto glutarato, de acordo com a rea-
cao:

a-ceto glutarato +amdnia + NADH - glutamato + NAD

O tecido foi homogeneizado em meio de extragao
na proporgao 1:10 (p/v), & temperatura de 0 a 4OC, em banho
de gelo. A enzima foi extraida em 0,05 mM de tampéo tris pH
7,2, 0.5 mM de EDTA, 10 mM de ditiotreitol 2 0,1% de Triton
X-100. O© extrato fol centrifugasde a 10.000 x g durante 15 mi
nutos, a 0°C. Uma aliguota de 2,0 ml do sobrenadante foi a-
plicada a uma coluna de Sephadex G-25 de (1,5 x 13,6} om, e-
guilibrada com © mesmo tampac utilizado para a extragac da en
zima, nao contendo Triton ¥X-100. A fragao proteica (4,0 ml)
fol coletada e uma aliguota foi cclocada no meio de reagao.

0 meio de reagao para medir a atividade enzimd
tica consistiu de I mM de CaCl;, 10 mM de (NH.)}:80,, 10 mM de
a-ceto glutarateo, 0,1 mM de NADH, 50 mM de tampaoc tris pH 8,2,
num velume final de i;G ml. A reagao foi realizada em cube~-

Tt . O g
tas gue permaneceram em bkanho-maria a 307C. Em intervalos de
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tempo, foram realizadas leituras em espectrocolorimetro a
340 nm. A atividade foi determinada pela taxa de oxidagao de

NADH e foi calculada utilizandco-se o coeficiente de extingao
340 25

E-u 6,22,

3.5. Determinacio de w-amino nitrogénio e de protel

na

Para determinar a gquantidade de og-amino nitro-
génioc e proteina o material vegetal foi homogeneizado em 1li-
gquidificador com metanol, cloroférmic e &gua na DrOpOYrCac
(12:5:3 v/v/v) segundo as recomendagOss de BIELESKI e TURNER
{1966}, com excegéo da semente, culjo meio extrator fol etanol
a 80%. A

ApSs a centrifugacac a 2.500 x g, o sobrenadan
te foi separado em fase aguosa e clercfdrmica. Uma aliguota
da fase aguosa foi utilizada para avaliar a guantidade de a-a
mino nitrogénio, segundo o método de YEMM e COCKING (1955). A
reta padrao de g-amino nitrogénio foi feita utilizando-se con
centragoes de 0,01 a 0,2 umol de leucina.

0 precipitado foil utilizado para a dosagem de
proteina pelo método do biuretoc (GORNALL et alii, 1949).

Como © precipitado do extrato de vagem apresen
tou lipidios, foi necessario lava-l1lo em acetona. Em senente,
apCs a extracgao em etanol 80%, foram realizadas lavagens su-
cessivas em &lcool absoluto, hexano, alcool absoluto e, final
mente, a proteina foi extralda em NaOH 0,2%. A extracao foil
feita 3 vezes e ao volume final foi adicionada igual guantida
de de &cido triclorocacé&tico a 10%. Apds 12 horas no gelo pa-
ra precipitar a protelina, esse extratce fol centrifugade &

2.500 2 g, por 15 minutos.

’-u'u

A extracao de proteina para verificar a ativ
dade especifica da enzima foi feita utilizando-ze 1 a 2 ml do

extrato enzimdtico. A esse extrato foi adicionada igual guan

0O

f
ade de acido tricloroacético a 10%. 24pbs centrifugacgao,
cipitado fol levantado em NaOH 0, 2%.
A guantidade de proteina existente nas extra-

cOes foi determinada utilizandc-se uma reta padraoc na  faixa
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de concentracao de 1 a 10 mg de proteina. A leitura foi fei-

ta em espectrocolorimetro a 540 nm.

3.6. Determinacaoc da clorofila

O material vegetal foi homogeneizado em aceto-
na a 80% no almofariz. O extrato foi centrifugado a 1.500 xg
e a2pbs a diluigaoc necessiria, a leitura foi realizada em es-
pectrocolorimetro a 645 e 663 nm. Para os calculos foi empre

gada a eguagao determinada por ARNON (1949):

Clorofila total {(mg/l) = 20,2A645_+ 8,02A663
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III. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

1. BAlteragGes na relagao sitio de produgao - sitio de

consumo em plantas de soja.

Com o intuito de escolher o sistema folha-vagem—se
mente mais adequado para as determinagtes bioguimicas referen
tes & participacgido relativa desses Srgaos no metabolismo do
nitrogénio durante a fase reprodutiva da soja, fol realizado
um experimento para verificar a contribuicao de cada folha pa
ra o desenveolvimento das vagens e sementes inseridas no nd ad
jacente e nos nds localizados acima ou abalixc no caule. Isso
foi feito através da remogao de diferentes folhas e/ou frutos
da planta no inicio da floragao.

Para facilitar o estudo, apenas os Orgaos (folha, va
gens e sementes) situados no 5¢, 69, 79 e 89 nbs foram manti
dos, cs Orgaos situados no 19, 29, 39, 49 e 99 nds foram remo
vidos da planta no inicio da floracgao.

As figuras 1 a 7 mostram os resultados obtidos de
28 diferentes combinacbes. Para facilitar a apresentagdo dos
resultados, as combinacdes referentes a nutrigao de determina
dos frutos foram agrupadas e sempre discutidas com referéncia
a planta controle.

Fara verificar a validade das respostas apresenta-
das pelas plantas tratadas, foi feito um estudo estatistico
dos dados. Para isso foram utilizados 99,5% de limite de

ianca e, com o teste-t fol verificado se as médias da
planta tratada sac significativamente diferentes das médias

apresentadas pela planta controle.

1.1. Planta controle

1.1.1. O controle, planta 1 (pdgina 22), gue

permaneceu com todas as folhas e vagens, apresentou 10,26,
13,706, 14,50 e 17,20 om d=2 soma do comprimento das vagens 1o—
calizadas no 59, 69, 7¢ & 89 nOs, respectivamente {figura

1a). A soma do peso seco das sementes maduras contidas nas
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vagens desses nds foi 0,58, 0,60, 0,62 e 0,90 g, respectiva-

mente {(figura 1R).

1.2, WNutrigao dos frutos do 79 e 89 nds: importin-
cia das folhas adiacentes (79 e 82) e das fo-
lhas inferiores (59 e 69) para a nutrigéo dos

frutos do 79 e B9 nbs.

As figuras 1A e 1B (p&gina 22) mostram ©s re-

sultados das alteragOss provocadas nas plantas 2, 3, 4 e 5.

1.2.1. A remocgao das folhas e frutos do 59
e 69 nbs nao provocou uma alteragdc significativa no compri-
mento das vagens e no peso das sementes do 79 e 89 nds (planta
2).

1.2.2. A auséncia da folha do 79 e do 89 nds
e dos frutos do 59 e 69 nds (planta 3) acarretou uma diminui-~
cao no crescimento das vagens do 79 e 89 nds e no pPEsSO seco
das sementes dc 89 nd. A diferenca em peso seco apresentada

pelas sementes do 79 nd nao foi significativa.

1.2.3. A planta 4, sem a felha do 79 e 89
nds (supericres), mostrou uma diminuicao no crescimento das
vagens do 59, 69, 72 e 89 nds e uma diminuicdo no peso seco
das sementes do 59, 79 e 89 nds. A diminuig¢ao apresentada pe

lo pese seco da semente do 62 nd nao foi significativa.

1.2.4. B2 remogao dos frutos do 59 e 69 nds
(inferiores) da planta 5 ccasionou apenas ¢ aumento do cresci-
mento das vagens do 79 nd. As alteragdes mostradas pelas va-
gens do 82 nd e pelas sementes do 79 e 89 nds nao foranm signi

ficativas.

Estes dados sugerem gue as folhas do 5@ e 69
nés podem contribuir com metabolitos para o desenvolvimento
das sementes do 72 nd, mas contribuem muito pouco para o de-

senvoelvimento dos frutoz do 89 nd.



FIGURA 1A - Soma do comprimento maximo atingido pelas vagens
dos ndos 59, 69, 79 e 89 das plantas 1, 2, 3, 4 e
5 - -

FIGURA 1B - Soma do peso seco das sementes maduras contidas
nas vagens localizadas no 59, 692, 79 e 89 nos das
plantas 1, 2, 3, 4 e 5.
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Esqguema das plantas 1, 2, 3, 4 e 5 - As folhas e vagens esque
matizadas em linhas pontilhadas indicam que estes Orgaos fo-

ram removidos da planta.
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1.3. nNutrig3o dos frutos do 59 e 69 nds: importin
cia das folhas adjacentes (59 e 69) e das fo-
lhas superiocres (79 e 89) para a nutrigac dos

frutos do 59 e 69 nds.

As figuras 2A e 2B (p3gina 24) mostram as al-

teragoes provocadas nas plantas 6, 7, 8 e 9.

1.3.1. & remog¢ac da folha e frutos do 79 e
82 nds (planta 6) provocou uma diminuic3o no crescimento das
vagens do 69 nd. As alteracCes sofridas pelas vagens do 59

né e pelas sementes do 59 e 62 nds n3o foram significativas.

1.3.2. A auséncia da folha do 59 e 69 nos
ocasionou apenas alteragido significativa na diminuicZo do pe-

so seco da semente do 59 nd (planta 7).

1.3.3. A remogao dos frutos do 79 e 89 nds
{planta 8) provocou um aumento no crescimento das vagens do

5¢ e 69 nds e no peso seco das sementes do 59 nd.

1.3.4., A planta 9, sem as folhas do 59 & &9
3‘_...

nds e os frutos do 79 e 89 nds, mostrou um aumento no cresc

(W]
0

mento das vagens do 52 nd e no peso seco das sementes 4o
e 69 nds.
Estes resultados mostraram gue as folhas ac

m fornecer metabolitos pars o desenvolvimento

~J
)
[t
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e sementes do 39 e 69 nds. A comparacao da planta
6 com a 9 evidencia gue as folhas superiores s30 mais eficien
tes no fornecimento de metabolitos para os frutos do 59 e 69

nés do gue as folhas adjacentes a estes frutos.

1.4, TNutricao dos frutos do 59 e 79 nds: importdn
¢cla das folhas localizadas no 69 e 8% nds e
das folhas adjacentes (53¢ e 792).

Para essa averigua foram realizadas altera

W)
it

o
¢Oes nas plantas 10, 11, 12 e 13 (figuras 32 e 3B, pigina 26).




FIGURA 2A - Soma do comprimentoc maximo atingido pelas vagens
presentes em cada ndé das plantas 1, 6, 7, 8 e 9.

FIGURA 2B - Soma do peso seco das sementes maduras contidas
nas vagens localizadas no 59, 69, 79 e 89 nds das

plantas 1, 6, 7, 8 e 9.

Te

52

Esquema das plantas 6, 7, 8 e 9 - As folhas e vagens esquemg
tizadas em linha pontilhada indicam que estes Orgaos foram re

tirados das plantas.

v
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1.4.1. A auséncia da folha e dos frutos do
69 e 89 nds (planta 10) nao ocasionou alteracgac significativa
no crescimento das vagens e no peso seco das sementes do 5@
e 79 nés.

1.4.2. A remogao da folha do 59 e 79 ndos e
dos frutos do 62 e 89 nds, planta 11, resultou na diminuigéo

dc crescimento das vagens do 59 e 79 nds e no peso seco das

sementes do 59 nd. A alteragac do peso seco das sementes do

7¢ nd nao foi significativa.
1.4.3. Quando foram removidos apenas os fru-
tos do 69 e 89 nds {(planta 12), ccorreu um aumento no cresci-

mento das vagens e do peso seco das sementes do 59 e 79 nds.

1.4.4. A planta 13, sem a folha do 59 e 79

nds, mostrou uma diminuigéo no crescimento das vagens do 52,
79 e 82 nds e no peso seco das sementes do 59 nd.

Estas combinagbes mostraram gue as folhas do
69 ¢ 82 nds contribuiram para a nutrigac dos frutos do 39 e

7¢ nds com menor eficiéncia do gue as folhas adjacentes a es-
tes frutos (planta 10 e 11). Elas mostraram também que as fo
lhas do 69 ¢ 89 nds podem contribuir com nutrientes para ot

frutos do 539 e 79 nos quando seus frutos foram removides.

1.5. Wutrig3o dos frutos do 69 e 8¢ nds: contribui
czo das folhas do 59 e 79 nds e das folhas ad
Jacentes (69 =2 89).
As figuras 4A e 4B (pagina 28) mostram o re
sultado das alteragdes provocadas nas plantas 14, 15, 16 & 17.

1.5.2. A remogazo da folha do €69 e 82 nds e

os frutos do 59 e 79 nds oceasionou uma diminuigao no cresci-

Lok



FIGURA 3A ~ Soma do comprimento maximo atingido pelas vagens

presentes em cada ndo das plantas 1, 10, 11, 12 e
13.

FIGURA 3B ~ Soma do peso seco das sementes maduras contidas
nas vagens localizadas no 59, 69, 79 e 89 nds das
plantas 1, 10, 11, 12 e 13.
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Esquema das plantas 10, 11, 12 e 13 - As folhas e vagens es-

guematizadas em linha pontilhada indicam que estes Orgaos fo-
ram retirados da planta.
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mento das vagens e no peso seco das sementes do 89 nd e um

aumento no peso sece das sementes do 69 nd {(planta 15).

1.5.3. A auséncia dos frutos do 59 e 72 nds
(planta 16) acarretou o aumento do crescimento das vagens e
do peso seco das sementes do 69 nd. As alteragodes sofridas

pelos frutos do 82 nd nao foram significativas.

1.5.4. A planta 17, sem as folhas do 62 e 8%
nés mostrou uma diminuigac no crescimento das vagens do 69 e
89 nds e no peso seco das sementes do 89 nd. As alteragdes
do crescimento das vagens do 59 e 79 nOs e no peso seco das

sementes do 59, 69 e 79 nds nao foram significativas.

A conclusaoc & gue as folhas do 59 e 79 nds
contribuem com metabolitos para a nutrigao dos frutos do 69

nd, mas contribuem muito pouco para o desenvolvimento dos fru

1.6. ©Nutrigao dos frutos do 59 e 89 nds: contribui
cac das folhas do 69 e 79 nds e das folhas ad

jacentes {59 e 89).

2s ficguras 5A e 5B (pBgina 30) mostram as al-

teracghes sofridas pelas plantas 18, 19, 20 e 21.

i.6.1. A auséncia das folhas e frutos do 69
e 79 nés, planta 18, nao ocasionou alteragao significativa no
crescimento das vagens e no peso seco das sementes do 59 e &9

-
108 .

3

1.6.2. A remogzo das folhas do 592 e 89 nés
o

anta 20, sem os frutos do &2 e 79

[
o
"
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FIGURA 4A - Soma do comprimento maximo atingido pelas vagens
presentes no 59, 69, 7¢ e 89 nds das plantas 1, 14,
15, 16 e 17.

FIGURA 4B - Soma do pesco seco das sementes maduras contidas

nas vagens localizadas no 59, 69, 7¢ e 89 ndos das
plantas 1, 14, 15, 16 e 17.

8¢ . 8¢

14

Esguema das plantas 14, 15, 16 e 17 - As folhas e vagens es-
guematizadas em linhas pontilhadas indicam gque estes Orgaos

foram retirados das plantas.
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seco das sementes do 59 nd, mas n3o apresentou alteragso sig-

nificativa no desenvelvimento dos frutos do 8% nd.,

1.6.4. A remocao das folhas do 39 e 89  nls
provocou uma diminuigdo no crescimento das vagens do 59 e 89
nds e um aumento no crescimento das vagens do €92 nd. 0 desen
volvimento das vagens do 79 nd e dos frutos do 59, 69, 79 e
8¢ nds nao sofreram alteragado significativa (planta 21).
Ls alteragoes provocadas nestas plantas nos-—

traram gque a folha do 692 e 79 nds fornecem metabolitos prefe-

rencialmente para os frutos do 59 nd, em relacao aos  frutos
do 89 nd. . "
1.7. HNutrigao dos frutos do 69 e 79 nds: importan

cia da folha do 59 e 89 nds e das folhas adj

centes (6@ & 79).

Jiu

s figuras 6A e 6B (pagina 31) mostram as al-

teragoes provocadas nas plantas 22, 23 e 24.

1.7.1. A planta 22, sem as folhas e frutos

jol]

o 59 e 389 nds, nac apresentou alteracdo significativa no de-

envolviments dos frutos do 62 a 79 nds.

W

1.7.2, A remocao da folha do 69 e do 79 nls

e dos frutos do 59 e 89 nds (planta 23) naoc ccasionou altera
cz20 significativa no desenvolvimento das vagens e sementes 4o
£¢ e 79 nds.

1.7.3. A auséncia da folha do 692 e 79 nds
{planta 24) ocasionou uma diminulicac no crescimento das va-
Jeng oo 2, 69 e 79 nls 2 no peso seco das scmentesz do 59 =]
€9 nds. As alteragoes

sofridas pelas vagens do 89 nd e pelas
n

a
ac foram significativas.
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FIGURA 5A - Soma do comprimento maximo atingido pelas vagens
presedtes no 59, 69, 79 e 8?9 nos das plantas 1,
18, 19, 20 e 21.

FIGURA 5B - Soma do peso secO das sementes maduras contidas
nas vagens localizadas no 59, 69, 79 e 8?2 nds das
plantas 1, 18, 19, 20 e 21.
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Esquema das plantas 18, 19, 20 e 21 - As folhas e vagens es-
quematizadas em linhas pontilhadas indicam que estes drgaos

foram retirados das plantas.
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FIGURA 6A - Soma do comprimento maximo atingido pelas vagens

presentes no 59, 69, 79 e 8?9 nos das plantas 22,
23 e 24.

FIGURA 6B - Soma do peso seco das sementes maduras contidas
nas vagens localizadas no 59, 69, 79 e 89 nds das
plantas 1, 22, 23 e 24.
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Esquema das plantas 22, 23 e 24 - As folhas e vagens esquema-
tizadas em linhas pontilhadas indicam que estes Orgaos foram
retirados das plantas.
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icia da folha adjacente para a nutri-

).m..l
oo
=
v
O
H
o ¢t
m;

Para essa averiguagao foram realizadas altera
~Ges nas plantas 25, 26, 27 e 28 (figuras 7A e 7B, pagina 33).
1.8.1. A planta 25, gue apresenta apenas a

folha e os frutos do 59 nd, mostrou uma diminuigzo no cresci-

mento das vagens e no peso seco das sementes desse nd.

1.8.2. A presenga apenas da folha e frutos
no 59 nd (planta 26) acarretou a diminuicgio do crescimento
de suas vagens e do peso seco.de suas sementes.

1.8.3. & planta 27, contendo apenas a folha
n

e og frutes do 79 nf, mostrou uma diminuigéc no crescimento
de suas vagens, mas nenhuma alteragic no peso sceco de Suas
sementes.

1.8.4. A presenca enas da folha e dos fru-

)J

i

tog do 89 nd {(planta 28) nao ccasionou alteragae significa

-

va no crescimento das vagens & no peso seco das sementes des

i

=2 no,

Y

.

Os resultados destas alteragtes mostraram gu
a folha do 59 e 69 nds, zao contrario da folha

D

1o 79 e do B

nds, nao szo suficientes para a nutrigao de seus frutos, gu

i

do ela constitui a fnica fonte de produgdo na planta.




FIGURA 7A - Soma do comprimento maximo atingido pelas vagens
presentes nos nos das plantas 1, 25, 26, 27 e 28.

FIGURA 7B - Soma do pesoO seco das sementes maduras contidas

nas vagens localizadas nos nds das plantas 1, 25,
26, 27 e 28.
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Esquema das plantas 25, 26, 27 e 28 - As folhas e vagens es-
quematizadas em linhas pontilhadas indicam que estes drgaos
foram retirados das plantas.
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(79 e B89 nbs), mostrada pelas alteracoes provocadas nas plan-—
tas 3, 4 e 3, se deve provavelmente a competigao apresentada
pelas rafzes.
0w resultados obtidos das plantas 7, 9, 12, 16 e
8

20 indicaram gque as folhas superiores (7@

it

&
cidade para suprir, guando exigido, as necessidades nutricio-
nais dos frutos inferiores (59 e 69 nds).

Com este experimento fol verificado gue a folh

)
el

a
tribui mrefervencialmente com metabelitos para as vagens e as
zementeos inseridas no nd adjacente. Isto indica gue as e
turas de um mesmo nd devem ser utilizadas para as determina
micas gue serao realizadas para verificar a contri

3
buigac da folha e da vagem para a nutrigdo nitrogensda da sea-
T

Como as folhas localizadas no 79 e 89 nds (superio-
m

reg) se mostravam mais eficlientes no fornecimento de metabo-

litos, as estruturas desses nds 830 as mals convenientes para
o estudo. Porém, como a 87 folha nao se encontra totalmente

expandida no infcio da floragao, a folha, vagem e semente lo-
calizadas nc 79 nd & gue serao utilizadas nas  determinagoces
bioguimicas.

A verificagio da metodologia foi feita devido 3 ne-
para a compa
tes {(folha,

b T o PN P Wy £
2.1, Redutase de nitrato
® E I - in} —~ 3 T g e o e 3 o = ey T
A ativid:sde da redutase de nitrato em folha,




(e
W
*

minada atraveés dos métodos in vivo

Varios autores mostraram gue existe dificulda
de na determinag3o da atividade da redutase de nitrato em va-
gem e senente de algumas leguminosas pelo método in vitro

NTZ, 1974; SCHLESIER, 1877h).

Os dados da tabela 1 mostram gue o método in
vive & mails sensivel gue o método in vitro para a determina-
¢2o da redutase de nitrato em folha e em vagem., No cohiléedo-
ne e na casca da sementes, nao foli possivel detectar a ativida

.

de enzimitica por guaisguer desses méto

contendo 0,1% {(v/v) de Triton X-~100.




pDE EXTRACEO

Sem detergente J 0,029
+ TRITON X-160 0,1 | 0,180
0,5 -
1,0 -
+ 290 0,1 0,160
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LA 2 = Atividade da redutase

de nitrato em vagsm,

e
da pelo m in vitro, extralda com meio

tor contendo detergentes.
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EXTRATO ENZIMATICO

ATIVIDADE DA REDUTASE DE NITRATO

(umol NO./g PF/h)

Folha 0,57
0,51 (0,54)
Vagem 0,10
0,12 (0,11)
Cotilédone da semente * *
Casca da semente ® *
Folha + vagem 0,56
0,62 (0,59)
Folha + cotilédone 0,55
0,54 {0,545)
Folha + casca 3,55
0,50 (0,525)
(*) Atividade nao de
tectada
TABELA 3 - Atividade da redutase de nitrato determinada pelo

método in vitro em extratos enzimidticos de folha,

vagem e semente e em misturas de extratos cdesses

tecidos.
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alii, 1964, SCHRADER et alii, 1968), concentracio de nitrato
(HAGEMAN e FLESHER, 1960) e energia metabdlica (BEEVERS e
HAGEMAN, 1969) sao necessirios para assegurar a maxima ativi-
dade da redutase de nitrato em folhas. Esses requisitos fo-
ram verificados também em vagem e em cotilédone e casca da se
mente,

Os diferentes tratamentos que foram utiliza-
dos in vivo incluiram: aumento da concentragao de nitrato pa
ra 0,2 M de KNOs no meio de infiltragdo, adicdo de 200 mM de
glicose no meio de infiltragdc e iluminagio dos tecidos remo-
vidos da planta e colocados no meio de infiltracao por 5 ho-
ras com 15,000 lux.

Os tratamentos aplicados aos tecidos em estu-
do foram: a) nitrato, b) nitrato + glicose, ¢) 5 Thoras
de luz, d) 5 horas de luz + nitrato e e) 5 horas de luz
+ nitrato + glicoeose.

Nenhum destes procedimentos proporcionou au-
mento da atividade da redutase de nitrato em vagem, gue foi
0,271&@1 NOz/g PF/h em todos os tratamentos. No cotilddone e
na casca da semente nao fol possivel detectar atividade - da
redutase de nitrato em nenhum dos tratamentos, o gue indica
gue a auséncia da atividade da enzima ni3o foi devido a falta
de substrato, de energia ou de luz para a sua indugao.

Estes experimentos indicaram gue a atividade
da redutase de nitrato nao & detectivel na semente e & baixa
na vagem comparada com aquela observada em tecidos de folha.
Foi demonstrado, também, gue a baixa atividade ou a sua auség
cia nao & devido 3 presenca de inibidores no extrato enzimati
co e nem a falta de condig¢les necessarias para a indugao  da
enzima.

A atividade da redutase de nitrato, durante a
fase de desenvolvimento reprodutivo da planta, foi determina
da pelos métodos in vivo e in vitro em folha e pelo método in

vive em wvagem,




39.

2.3. Glutamina sintetase

2.3.1. Determinagao da atividade da glutami-
na sintetase através da rea¢ao sinte-

tase

As atividades obtidas para glutamina
sintetase nas preparagoes de folha (figura 8, pagina 40), de-
terminadas através da reacao sintetase, n3o foram lineares
com referéncia ds quantidades de extrato enzimitico utiliza-
das e ao tempo de reagao. As preparacdes enzimiticas de va-
gem e de semente nao apresentaram atividade para glutamina
sintetase utilizando-se esta reagao.

A dificuldade em obter a atividade sa
tisfatéria para glutamina sintetase nestes extratos enzimiti-
cos se deve, provavelmente, ao rapido consumo de ATP pela a-

gao da ATPase.

2.3.2. Medida da atividade da glutamina sin=-

tetase pela reagao transferase

A atividade da glutamina sintetaze
foi medida pela reagao transferase em extratos enzimaticos
preparados com meio especifico para esta enzima e com meio ex
trator da redutase de nitrato. A preparagao enzimitica da
glutamina sintetase, utilizando-se meio extrator da redutase
de nitrato, foi feita com o objetivo de facilitar a determing
cao das duas enzimas em seqgudncia.

Nas preparagées enzimiticas de folha,
as curvas gue associam absorbancia e tempo mostram baixa ati-
vidade nos primeiros 15 minutcs de reagdc e uma faixa linear
muito peguena entre 15 e 20 minutos, nas varias aliguotas tes
tadas (figura 9A, pagina 42). A mesma reacio mostra uma ati-
videde enzimdtica maior para 0,1 ml de extrato quando a enzi-
ma & extraida com o melo extrator da redutase de nitrato.
Esse volume proporciona uma linearidade entre 10 e 20 miny-

tos. A reagao parou apbs 15 minutos quando foram utilizados
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FIGURA 8 - Atividade da glutamina sintetase na folha, avalia-
da pela reagdc sintetase, em diferentes gquantida-
des de extrato enzimitico extraldo com meio especi
fico.
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0,3 e 0,5 ml de extrato (figura 9B, pagina 42).

A atividade estimada pela reagdo trans
ferase em vagem & maior guando a enzima & extrafda com o meio
de extragao especifico (figura 10A, pigina 43) comparando com
a extraida, utilizando-se o meio de extracao da redutase de
nitrato (figura 10B, pigina 43). As curvas mostram linearida
de entre 10 e 20 minutos.

Em sementes, a reagac transferase tam
bém apresenta maior atividade quando a enzima & extraida com
meio especifico (figura 11A, pigina 44), comparada com & ex-
tragao feita com o meio extrator da redutase de nitrato (figu
ra 11B, pagina 44). As curvas gque associam absorbancia e tem
PO mostram uma faixa linear entre 10 e 30 minutos, nas varias

aliguotas testadas.

2.3.3. Verificagao da presenca de inibidor
(es) endbgeno(s) nas preparacdes enzi

maticas.

FRIEDENWALD e MAENGWYN-DAVIES (1954)
mostraram que a relagao entre gquantidades de extrato enzimati
co e velocidade de reagac pode ser indicativo da presenca de
inibidor(es) enddgeno(s) nos tecidos.

Esse inibidor, gue pode estar separa-
do espacialmente da enzima na planta intacta, poderia ser 1i-
berado no momentc da extraciao enzimitica. A presenga de ini-
bidor no extrato enzimatico pode ser mostrada através de cur-
vas gue associam E/V e E, onde E & a quantidade de enzima adi
cionada ac meio de reagao e V & a velocidade de reacdo em ca-
da volume de extrato utilizado. Quando um inibidor esta pre
sente, os pontcs caem numa reta com &ngulo de inclinagao men-
suravel.

SCHIMMER et alii, (1961) mostraram u-
ma derivagao da eguagdo de inibigdo enddgena aplicada a siste
mas enzimidticos com inibicdo ndo competitiva. A racicnaliza-
¢ao do métode empregado foi desenvolvida matematicamente, re-
lacionando-se as equagdes de Lineweaver~Burk na presencgca (1)

e na ausencia (II) do inibidor.
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FIGURA 9 — Atividade da glutamina sintetase em folha, avalia-
da pela reagéo transferase, em diferentes guanti-
dades de extrato enzimatico extralido com meio espe
cifico (figura 9A) e com meio da redutase de nitra
to {figura 9B).
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0,4 ml

FIGURA A

0,2m!

Abgssx 107

O, Iml

FIGURA B

0,2ml

Abggs x107!

0,im!

£ i L 3

10 20 30
TEMPO — MINUTOS

FIGURA 10 - Atividade da glutamina sintetase em vagem, avalia
da pela reagao transferase, em diferentes guanti-
dades de extratos enzimiticos extraldas com meio
especifico (figura 10A) e com © meio extrator dJda
redutase de nitrato (figura 10B).
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FIGURA 11 - Atividade da glutamina sintetase em semente, ava-
liada pela reagao transferase, em diferentes guan
tidades de extrato enzimdtico extralidas com meio
especifico (figura 11A) e com o meio extrator da
redutase de nitrato (figura 11B).
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1 KM I 1 I
V: © Vmax. § ttE) o tx) (1)
I T
1 _ Km 1
v, ~ Vmax. § @ Vmax (r1)
Dividindo a equagao I pela II, temos:
v
G = L (111)
I I
onde: v, = velocidade da reagao enzimadtica na  auséncia
de inibidor.
Vo = velocidade da reagao enzimitica na presenga
de inibidor na concentracgao I
Ky = constante de equilibrio do complexo inibidor-
~enzima
VO = KIE
Substituindo na equagéo (III}, temos:
E 1 I E
= + . v
VI K4 X KI E (Iv)
onde: Vy = atividade da enzima na concentra¢do E
K1 e K sao constantes
- E
No grafico de " E, temos:
I
inclinacgao = —
K1 KI E
in¢linacao I

intersecgao KiE



46.

Agsim, verificamos gue a inclinagao
da reta & uma fungao da concentragdo do inibidor, e se I = 0,
a inclinacao também & igual a 0.

Utilizando a relagao acima descrita,
pode ser calculada a atividade sem a remogaoc do inibidor endd
geno e também a guantidade de inibidor em unidades arbitra-~

rias presentes numa determinada quantidade de preparagao enzi

matica.

Esta metodologia foi utilizada para
verificar a possibilidade da existéncia de um inibidor nao
competitivo nos meios de extragao utilizados para avaliar a
atividade da glutamina sintetase. 1Isto foi feito porgue as

curvas de absorbancia e tempo mostram uma diminuig3o da ativi
dade com o aumento da guantidade de extrato adicionado a0
meio de reagao.

A figura 12A (pagina 47) sugere a pre
senga de inibidor nao competitivo nos extratos de folha. < A
preparagac feita com o meio de extracdo da redutase de nitra-
to contém mais inibidor guando comparado com a extragdo com o
meio especifico.

A figura 12B (pAgina 47) mostra que
uma maior guantidade de inibidor (es) nao competitivo foi ex-
tralda quando a preparagdo enzimitica de vagem foi feita com
o meio de extracao especifico.

Em sementes (figura 13, pagina 48), o
meio de extragao especifico da glutamina sintetase nac apre-
senta inibidores em comparagao com o meio de extracgio da redu
tase de nitrato.

A tabela 4 mostra a proporgao de ini-
bidores nao competitivos presentes nas preparacdes enzimati-
cas de vagem e semente. Para o caso de tecidos foliares, ob-
serva—-se gue a inclinagao das retas & maior do gue a dos ou-
tros tecidos. A intersecgao das retas com a ordenada tem va-
lores numéricos muito peguenos para se poder avaliar com segu

ranga a concentraéﬁo do inibidor (pagina 49).
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FIGURA 12 - Avaliacao da presenga de inibidor em diferentes
guantidades de extrato enzimdtico de folha, extrai
das com meic especifico ( —e- ) e com meio da redu
tase de nitrato (-—o— ) (Figura 1l2A) e em diferen-
tes quantidades de extrato enzimatico, extraidas
com meio especifico ( —£— ) e com o meio da reduta

se de nitrato {(—&— ) (Figura 12B).
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FIGURA 13 - Avaliagao da presenca de inibidor nas diferentes
gquantidades de extrato enzimatico de semente ex-
traldas com meio especifico (—C— ) e com o meio

extrator da redutase de nitrato { —e— ).
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QUANTIDADE DE

INIRIDOR MEIO DE EXTRACAQ
Especifico Redutase de Nitrato
Vagem 0,08 0,36
Semente 0,00 0,20

TABELA 4 - Quantidade de inibidor n3o competitivo da glutami-
na sintetase extraida com meio especifico e com

meio da redutase de nitrato de vagem e semente,
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2.3.4. Purificagao da glutamina sintetase

com sulfato de amOnia

Com ¢ objetiveo de remover o{s) inibi-
dor (es) endbgeno(s) das preparagOes enzimdticas para a deter-
minagao da atividade da glutamina sintetase com meic especi-
fico de folha e vagem, foi realizada uma purificagao parcial
dos extratos com sulfato de amdnia.

A preparacao enzimatica de folha foi
dividida em varias amostras e a cada amostra foi adicionada
uma concentragao diferente de sulfato de amdnia. As concen-
tragbes empregadas variaram de 10 a 80% de saturacao. Apds a
adigao de sulfato de amdnia, o0 extrato foi centrifugado e uma
aliguota foi utilizada para a determinagao da atividade da
enzima.

Os dados da tabela 5 mostram gque 50%
de saturagao de sulfato de am8nia no extrato enzimitico & .a
concentragao gue possibilita a melhor recuperagao da enzima.

A atividade da glutamina sintetase re
sultante das preparag¢oes de folha (figura 14A, pagina 52) e
de vagem (figura 14B, pagina 52}, extraidas com meio especifi
co e purificadas com sulfato de amdnia, cresce com o aumento
da quantidade de extrato enzimdtico utilizado. As curvas mos
tram uma faixa linear entre 0 e 30 minutos, nas aliguotas tes
tadas.

Foi feita a avaliagao da presenga de
inibidores endbdgenos nos extratos de folha e vagem purifica-
dos com sulfato de amdnia. As curvas que associam E/V e E
mostram que o extrato enzimatico de folha {(figura 15A, pagina
53} e de vagem (figura 15B, pagina 53) naoc apresenta inibido-

res nao competitivos.

3.2.5. Determinagao da atividade da glutami-
na sintetase em extratos dessaliniza-
dos

Devido 3 possivel interferéncia dos

jons amd®nia na atividade da glutamina sintetase, quando da

UNICAMP |
RIBLIOTECA CENTRAL
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AT .ESPECIFICA

Sy de saturacio.  mesi T unlduaonoE unidades/ng
extrato cru 9,10 220,20 24,20
0 - 10 0,76 0,35 0,47
0 - 30 1,33 9,04 6,80
0 - 50 5,02 230,00 46,00
0 - 60 8,60 0,00 0,00
g - 70 3,30 0,00 0,00
0

- 80 9,00 0,00 0,00

TABELA 5 - Atividade da glutamina sintetase em extratos enzi
maticos de folha, purificados com sulfato de amb-

nia.
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FIGURA 14 - Atividade da glutamina sintetase em folha (figura

144) e em vagem (figura 14B), avaliada pela rea-
¢ao transferase, em diferentes quantidades de ex-
trato enzimidtico extraidas com meio especifico e

purificadas com sulfato de amdnia.
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FIGURA 15 - Avaliagao da presencga de inibidor nas diferentes
guantidades de extrato enzimatico de folha (figu-
ra 153) e de vagem (figura 15B) extraidas com
meio especifico e purificédd com sulfato de amd-

nia.
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sua purificagéo com sulfato de ambnia, os extratos enzimati-
cos preparados com meio especifico, foram dessalinizados pas-—
sando—-os por uma coluna de Sephadex G~25.

Nao foi possivel detectar a atividade
da glutamina sintetase em extratos dessalinizados de folha,
vagem e semente, pela reagao sintetase. Como foi descrito an
teriormente, isto pode ser devido a acao da ATPase gque utili-
za o ATP necessario para a reagao sintetase. '

A atividade da glutamina sintetase foi
determinada pela reagao transferase em extratos enzimaticos
dessalinizados. As curvas gue associam absorbancia e tempo
mostram uma faixa linear entre zero e 30 minutos de reagao,
nas varias aliquotas testadas para folha (figura 16A, pagina
55), vagem (figura 16B, pagina 55) e semente (figura 17A, pa-
gina 56). A atividade enzimatica foi proporcional as quanti-
dades de extrato utilizadas e ao tempo de reagao (figura 178,
pagina 56).

Este procedimento foi considerado ade
guado para medir a atividade da glutamina sintetase nestes te
cidos durante o desenvolvimento reprodutivo da planta. - Ela
serda medida pela reacao transferase, utilizando-se uma aliquo
ta de 0,2 ml do extrato enzimatico dessalinizado e tempo de
reagao de 20 minutos.

2.4, Glutamato desidrogenase

2.4.1. Determinagao da atividade da glutama-
to desidrogenase em extratos dessali-
nizados

Para medir a atividade da glutamato
desidrogenase, foi feito um estudo da atividade enzimatica de
extratos de folha (figura 18A, pagina 57), vagem (figura 18B,
pagina 57) e semente (figura 19A, pagina 59) em fungdo do tem
po de incubagdo. As curvas indicam que a atividade da enzima
pode ser obtida dentro da faixa de absorbiancia de zero a 0,2,

em relagao ao controle (tempo zero). A absorbancia no tempo
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FIGURA 16 - Atividade da glutamina sintetase em folha (figu~-
ra 16A) e em vagem (figura 16B) avaliada pela rea
géo transferase, em diferentes quantidades de ex-
trato enzimdtico extraldas com meio especifico e

dessalinizadas em colunas de Sephadex G-25.
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FIGURA 17A - Atividade da glutamina sintetase em semente ava-
liada pela reagéo transferase, em diferentes quan
tidades de extrato enzimatico extraidas com meio
especifico e dessalinizadas em colunas de Sepha-
dex G-25.

FIGURA 17B - Atividade da glutamina sintetase em diferentes
guantidades de extrato enzimatico de folha (-3—),
vagem (—0—) e semente (—%—) apds 30 minutos de

reagao.
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FIGURA 18 - Atividade da glutamato desidrogenase em folha (fi
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gura 1l8A) e em vagém {(figura 18B) em
guantidades de extrato enzimitico.
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zero foi aproximadamente 0,6. O intervalo de tempo no qual
a oxidagao do NADH foi linear dependeu da quantidade de extra
to enzimatico utilizado.

A figura 19B (pagina 59) mostra que a
atividade na folha e na semente foi proporcional & guantidade
de extrato, até 5 minutos de incubagéo, e até 10 minutos para
a vagem. Os resultados indicam gque esses extratos dessalini-
zados para a determinagao da atividade da glutamina sintetase
também podem ser utilizados para medir a atividade da gluta—-

mato desidrogenase.

3. Medida do peso fresco e do conteido de clorofila,
nitrogénio o—-amino e da proteina em folha, vagem e
semente, durante o desenvolvimento reprodutivo da

planta.

3.1. Peso fresco

As determinacoes de peso fresco da foiha, va-
gem e semente estdo representadas na figura 20 (pagina 60 ).
A vagem atinge o comprimento maximo (aproximadamente 4,5 cm)
aos 28 dias apds a floragao e o maximo peso fresco aos 36
dias. Estes dados mostram que a vagem ja se encontra total-
mente desenvolvida antes da fase de crescimento rapido da se-
mente (39 a 60 dias apds a floragao). A diminuigdo em peso
fresco da folha e da vagem inicia-se no periodo de crescimen-

to intensivo da semente.

3.2. Clorofila

0 contelido de clorofila nos tecidos de folha
e de vagem (figura 21, pagina 61) comega a declinar aos 33
e 42 dias apds a floragao, respectivamente, indicando que
nesses estagios os O0rgaos entram em senescéncia. Aos 72 dias,
a folha se destaca da planta e aos 78 dias, as Qagens apresen

tam-se secas e contem sementes maduras.
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FIGURA 192 - Atividade da glutamato desidrogenase em diferen-
tes guantidades de extrato enzimatico de semen-

te.

FIGURA 19B - Atividade da glutamato desidrogenase em diferen-
tes quantidades de extrato enzimatico de folha
(=) e de semente (—{F—) apds 5 minutos de rea
¢ac e de vagem (—0-) apds 10 minutos de reacao.
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3.3. Proteina

A figura 22 (pégina 63) mostra as alteragdes
no contefido de proteina da folha, vagem e semente. O acGmulo
de proteina na folha ocorre até 27 dias apds a floragao
(180 mg de proteina/folha) declinando a seguir. Na vagem, O
acimulo se da entre 21 e 33 dias apbs a floracao, atingindo
um maximo de 25 mg de proteina. Na semente, o acimulo ocorre
entre 24 e 42 dias apds a florag¢ao, permanecendo constante
até a maturagao (70 mg de proteina/semente). O aciimulo de
proteina na semente ocorre durante o periodo de declinio de
proteina na folha e vagens, sugerindo que esses 8rgdos podem

fornecer compostos nitrogenados para a semente em desenvolvi-

mento.
3.4. Nitrogénio a-amino .
O contelddo de nitrogénioc a-amino (figura 23,
pagina 64) aumenta até 33 dias apds a floracdo na folha

(3,5 mg), e até os 39 dias na vagem (0,75 mg). Com a diminui
¢ao do contelido de proteina na folha e vagem (figura 22) n3o
ocorre aumento da. quantidade de nitrogénio o-amino nesses Or-
gaos, mostrando que esses aminoadcidos sao exportados para ou-
tros locais da planta. O aumento de nitrogénio a-amino na
semente ocorreu ao tempo em que sua concentragao diminui na
folha e vagem.

Comparandc as curvas de nitrogénio a—amino
com as de proteina da semente, verificamos que o actmuloc . de
aminoacidos ocorre quando cessa o aciimulo de proteina. Isto
indica que, na semente, 0s aminodcidos s3o, inicialmente, uti

lizados na sintese de proteinas.
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4. Medida das atividades da redutase de nitrato, gluta
mina sintetase e da glutamato desidrogenase em fo-
lha, vagem e em semente, durante o desenvolvimento
reprodutivo da planta.

4.1. Redutase de nitrato

A redutase de nitrato na folha, medida pelo
método in vitro e in vivo durante o desenvolvimento reproduti
vo (figura 24, pagina 66), mostra um padrao semelhante de ati
vidade permanecendo mais ou menos constante até 45 dias apds
a floragao, declinando a seguir. '

A figura 25 (pagina 67) mostra que a ativida-
de da redutase de nitrato comega a diminuir na mesma época
em que cessa o0 aclmulo de proteina na semente. Isto  indica
que a folha pode fornecer o nitrogénio reduzido que a semente
necessita durante a fase de sintese de proteina.

A vagem mostra uma baixa atividade para a re-
dutase de nitrato (figura 24) que permanece constante até 60
dias apbs a floragao. Desse'modo, a sua contribuicao em ni-
trogénio reduzido para a semente & muito pequena em compara-
¢do & folha.

SCHLESTIER (1977a) mediu a atividade da reduta
se de nitrato em vagens de algumas leguminosas. A atividade
da redutase de nitrato em vagens com 10 a 20 dias de idade
foi de 92,6 nmol NO,/gPF/h para Phaseolus vulgaris cultivar Sa-

xa, 65 mmﬁ,NOZ/gPF/h para Vigna sinensis ssp sinensis, e de

41 mol NO,/gPF/h para Vicia faba cultivar Wagners perfecta.

A semente & incapaz de reduzir o nitrato por-
gque nao possui atividade da redutase de nitrato, dependendo
assim de outras fontes de nitrogénio para a sintese de protei
na.

SCHLESIER (1977a) nac encontrou atividade pa-

ra a redutase de nitrato em sementes de Phaseolus vulgaris e

de Vigna sinensis. Em Vicia faba, a atividade encontrada na
testa mais cotilédone foi de 67 rmol NO,/gPF/h.
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4,2, Glutamina sintetase

A atividade da glutamina sintetase na folha
(figura 26, pagina 69), aumenta com o aparecimento das vagens
e das sementes, atingindo um maximo de 600 umoles de y-gluta
mil hidroxamato/folha/hora, 45 dias apbs a floragéo. Na va=
gem, a atividade aumenta até 30 dias apds a floragﬁo, permane
cendo constante até 54 dias (25 umoles de y-glutamil hidroxa-
mato/vagem/hora). A semente apresenta maior atividade para a
glutamina sintetase que a vagem, atingindoc 70 umoles de y-glu
tamil hidroxamato/semente/hora. ApOs essa data, a atividade
comega a cair, chegando a Zo'umoles de y-glutamil hidroxamato/
/semente/hora, até a maturag3o da semente.

As atividades da glutamina sintetase nao se-
guem o mesmo padrao da redutase de nitrato, embora a  enzima
deva estar envolvida na assimilagao do nitrogénio inicialmen-
te reduzido pela reacgdo catalizada pela redutase de nitrato.
£ possivel que a atividade da glutamina sintetase tenha outra
fungﬁo, além de atuar em conjunto com a redutase de nitrato.
No caso da folha, a glutamina sintetase apresenta um pico ele
vado de atividade que corresponde & fase de mobilizagao de
proteina, e portanto, poderd exercer a fungadao de transformar
o0 nitrogénio dos aminodcidos deaminados e liberados durante a
protedlise, em glutamina gque poderd ser translocada para ou-
tros locais da planta. Na semente, onde nd3oc h3 redugao de
nitrogénio, a glutamina sintetase deve funcionar exclusivamen
te na assimilacao da amOnia gerada a partir de asparagina,
gue & a principal forma de nitrogénio transportado em legumi-
nosas.

Além dessas fungoes, a glutamina sintetase
pode ser importante na utilizagao da amdnia derivada de ou-
tros compostos nitrogenados (ex. ureideos) formados na fixa-
g¢ao de nitrogénio. Em soja, os ureideos foram as principais
formas de nitrogénio coletado no caule apds a floracgao
(STREETER, 1979).
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4.3. Glutamato desidrogenase

A atividade da glutamato desidrogenase (figu-
ra 27, pagina 71) atinge na folha um pico aos 33 dias apbs a
floragao (19 umoles de NADH oxidado/folha/hora) e aos 45 dias
na vagem (1,8 umoles de NADH oxidado/vagem/hora). Na semen-
te, o pico foi atingido aos 33 dias apds a floragao (3,9 umo-
les de NADH oxidado/semente/hora) caindo, em seguida, ao ni-
vel de 0,75 umoles de NADH na semente madura.

5. Estimativa da quantidade de nitrogénio reduzido pe-
las reagdes catalizadas pelas enzimas redutase de
nitrato, glutamina sintetase e glutamato desidroge-

nase.

Para melhor avaliar a contribuigao relativa das rea
gOes enzimdticas envolvidas no fornecimento de nitrogénio re-
duzido para os diferentes Orgaos presentes nas plantas duran-
te a fase de desenvolvimento reprodutivo, foi calculada. a
quantidade de nitrogénio produzida durante 14 horas (periodo
de exposigao das plantas & luz). A guantidade de nitrogénio
(tabela 7) foi estimada a partir dos dados de atividade média
apresentada pela redutase de nitrato, glutamina sintetase e
glutamato desidrogenase, durante a fase de aumento de protei-
na na semente.

A atividade da redutase de nitrato na folha e na va
gem, determinada pelo meétodo in vitro, mostra que a contribui
cao da vagem no fornecimento de nitrog@nio reduzido & muito
menor gue a da folha (tabela 6). A atividade da redutase de
nitrato in vivo na vagem & responsavel pela redugao de apenas
10% do nitrogénio processado pela folha.

A capacidade da folha em reduzir o nitrato deve ser
importante para o aclimulo de nitrogeénioc na semente, pois ela
processa 2,3 mg de nitrogénio/dia, o que equivale a 1/3 do ni
trogénio acumulado na semente (6,6 mg N/dia), tabela 7.

Além do nitrogénio processado pela atividade da re-
dutase de nitrato,Aa folha e a vagem podem contribuir também
com © nitrogénio que & degradado e liberado durante o aclmulo
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NR GS  @HD
in vivo in vitro

mg N/14 h mg N/14 h mg N/14 h mg N/14 h

FOLHA 2,3 0,2 6,86 2,35
VAGEM 0,2 0,006 2,12 1,00
SEMENTE - - 5,60 3,92

{-) nZo possui atividade para a redutase de nitrato

TABELA 6 - Quantidade de nitrogénio (mg) processado pelas en~
zimas redutase de nitratoc (NR), glutamina sinteta-
se (GS) e glutamato desidrogenase (GDH) por 14 ho-
ras, na folha e nas 4 vagens e 8 sementes localiza

das no 7¢ nd da planta.

PROTEINA NITROGENIO o.:AMINO
mg N/dia mg N/dia
FOLHA 1,2 0,21
VAGEM 0,64 0,116
SEMENTE 6,6 0,076

TABELA 7 - Quantidade de proteina e c-amino nitrogénio acumu-
lado por dia durante a fase de actmulo de nitrogé-
nio na folha, e nas 4 vagens e 8 sementes do 79

nd, apds a floragao.
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de proteina na semente, A quantidade de nitrogé&nio degradada
durante a fase de sintese de proteina na semente foi de 0,83mg
N/dia, na folha e de 0,18 mg N/dia, na vagem.

STOREY e BEEVERS (1977) mediram a atividade proteo-
litica na folha e na vagem durante o desenvolvimento da semen

te de Pisum sativum e demonstraram a importancia destas enzi-

mas como fornecedoras de precursores para a sintese de protel
na na semente.

A guantidade de nitrogénio processado na folha e na
vagem, pela reacao catalizada pela redutase de nitrato e pela
degradacao de proteina combinadas, contribui com a metade
(3,3 mg N/dia) do nitrogénio requerido pela semente.

A folha apresenta atividade para glutamina sinteta~
se superior aquela da vagem e semente (tabela 6). A ativida~
de da glutamina sintetase nesses tecidos excede dquela neces-
saria para assimilar todo o nitrogénio processado pela reduta
se de nitrato, o que indica gue a enzima pode utilizar o ni-
trogénio proveniente de outras fontes, como discutido acima.

' A quantidade de nitrogénio produzido na reacao cata
lizada pela glutamina sintetase na semente foi calculada para
o periodo de 14 horas de luz (5,6 mg N/14 h), mas sabe-se'que
este tecido pode apresentar atividade de glutamina sintetase
durante o periodo de luz e escuro (9,6 mg N/24 h). A ativida
de & suficientemente alta para processar todo o nitrogénio a-
cumulado na semente, mesmo considerando que todo esse nitro-
génio tenha sido transportado até& a semente na forma de aspa-
ragina.

A asparagina na semente & provavelmente utilizada

de acordo com o seguinte esquema:

aspartato - > outros aminoicidos
p transaminase

asparagina

+ NH > glutamina
" glutamina sintetase d

A utilizagao de uma molécula de asparagina libera,
portanto, uma molécula de amdnia, gque deve ser utilizada para
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a formagao de glutamina através da agao da glutamina sinteta-
se. Desse modo, a glutamina sintetase teria que processar a
metade do nitrogénio acumulado na semente por dia (3,3 mg N).

Embora a principal via de assimilacao de amdnia o-
corra via glutamina sintetase em plantas superiores (LEA e
MIFLIN, 1974; LEWIS e PROBYN, 1978), a atividade da glutamato
desidrogenase foi determinada em folha, vagem e semente. Is-
to foi feito para explicar a assimilagdo de amdnia, caso a
glutamina sintetase nac apressentasse atividade satisfatoria
em algum destes tecidos.

A atividade da glutamina sintetase nesses tecidos
foi suficientemente alta para processar todo o nitrogénio re-
duzido pela redutase de nitrato e ainda utilizar o nitrogéenio

de ocutras fontes.
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IV. CONCLUSOES

1. A semente nao tem capacidade para reduzir o nitrato
e portanto depende totalmente de outras fontes de nitrogénio

reduzido.

2. A vagem tem capacidade para reduzir o nitrato, porém
ela & muito baixa em relagao a folha.

3. A folha & uma fonte importante de nitrogénio reduzi-
do para a semente através da redugdo do nitrato e do nitrogé-
nio armazenado na folha, antes do crescimento das sementes.
A vagem também faz uma contribuigao neste sentido, entretan-
to, a maior parte do nitrogénio nela armazenado veio da fo-
lha. Além da folha do nd floral, devem existir outras fontes

de nitrogénio que poderao ser utilizadas pela semente.

4. A glutamina sintetase da folha e da vagem, em virtu-~
de de sua alta atividade, deve funcionar para processar .0 ni-
trogénio reduzido proveniente de outras fontes, além dagquele

gerado in situ pela redutase de nitrato.

5. A atividade da glutamina sintetase na semente & su-
ficientemente alta para processar todo o nitrogénio recebido

por este Srgao.
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V. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi obter informagOes guanto a
contribuicdo da folha e da vagem no fornecimento de nitrogée-
nio reduzido para a sintese de aminoidcidos e proteinas na se-
mente da planta de soja.

Para esse estudo foi determinada a atividade das enzimas
redutase de nitrato, glutamina sintetase e glutamato desidro-
genase na folha, vagem e semente. Essas enzimas estao envol-
vidas na reducdo e assimilagdo de nitrog&nio nesses  Orgaos.
Foi determinadoc també&m o contelde de nitrogénio o-amino e de
proteina. )

Inicialmente foi realizado um experimento para verificar
gqual sistema folha~vagem—-semente seria o mais adequado para
as determinacgdes bioguimicas. Isso foi feito através da remo
¢ao de diferentes folhas e/ou frutos da planta no inicio .da
floracac para verificar a contribuigao de cada folha para o
desenvolvimento das vagens e sementes inseridas no né adjacen
te e nos nds localizados acima ou abaixo no caule. Apenas 0s
drgaos situados no 59, 69, 79 e 89 nds foram estudados, os Or
gaos situados no 19, 29, 39, 49 e 99 nos foram removidos da
planta no inicio da floracao. Os resultados mostraram que a
folha do 79 e 8?9 nds além da nutrigdo dos seus frutos sao ca-
pazes de nutrir guando necessirio, os frutos do 59 e 692 nds.
Os drgaos (folha, vagem e semente) do 79 nd foram escolhidos
para as determinagCes bioguimicas.

A atividade da redutase de nitrato pode ser determinada
pelos métodos in vivo e in vitro. (A atividade da redutase de
nitrato in vivo (5,61 umol NO2 . h .ag PF ) na folha foi
maior g?e a atividade medida pelo mé&todo in wvitro (2,04 umol
NO; . h .g PF ). Na vagem a atividade da redutase de ni-
trato nao foi detectada pelq método in vitro. Pei? método in
vivo a atividade foi de 0,09 umol NO, .h . g PF . No coti
lédone e casca da semente nao foi possivel detectar a ativida
de enzimdtica por guaisquer desses métodos.

A auseéncia de atividade da redutase de nitrato em extra-
tos de vagens e sementes nao foi devido a presenga de inibido

res, uma vez que misturas de extratos desses tecidos com o}
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extrato enzimatico da folha nac alterou a atividade deste Ul
timo. Foi demonstrado também que os fatores luz, NO, e ener-
gia, normalmente necessarios para a maxima atividade da redu-
tase de nitrato, nao estavam limitando a expressao da ativida
de dessa enzima.

A atividade da glutamina sintetase e da glutamato desidro
genase em folha, vagem e semente foi determinada utilizando-
-se preparagoes enzimaticas que foram dessalinizadas em colu-
nas de Sephadex G-25 para a remogaoc de inibidores endbgenos.
Todos esses Orgaos apresentaram atividade para essas duas en-
zimas.

O peso fresco da folha, vagem e semente foi determinado
durante a fase reprodutiva da planta. Os resultados mostra-
ram que a vagem ji se encontra totalmente desenvolvida antes
da fase de crescimento rapidoc da semente (39 a 60 dias) apds
a floracgdo). A diminuigao em peso fresco da folha e da vagem
iniciou no periodo de crescimento intensivo da semente.

0 aclimulo de proteina na folha ocorreu até 27 dias apos
a fldraq&o (180 mg de proteina/folha). Na vagem o acimulo se
deu entre 21 a 33 dias apds a floragao atingindo 25 mg de pro
teina. Na semente o aciimulo ocorreu entre 24 e 42 dias ap0s
a floragao permanecendo constante até a maturagac (70 mg de
proteina/semente). A sintese de proteina na semente ocorreu
durante o periodo de declinio de proteina na folha e vagem
indicando gue esses Orgaos podem fornecer compostos nitrogena
dos para a semente em desenvolvimento.

O conteido de nitrogénio a—amino aumentou até 33 dias a-
pds a floragao na folha (3,5 mg) e até 39 dias na vagenm (0,75 my
de nitrogénio a—-amino/vagem). Com a diminui¢3o do  conteido
de proteinas na folha e na vagem nao ocorreu aumento da guan-
tidade de nitrogénio a-amino nesses Orgaos, mostrando gue es-—
ses aminodcidos foram exportados para outros locais da planta.
0 acumulo de aminoacidos na semente ocorreu guando cessou O
acimulo de proteina pois inicialmente os aminoadcidos foram u-
tilizados na sintese de proteina.

A ativida?e da redutase de nitrato na folha {ca 18 umol
NO, .h . g PF ) permaneceu constante até 45 dias apbs a flora
¢ao e depois declinou. A atividade da redutase de nitrato co

mega a diminuir no mesmo periodo em que cessa o acumulo de
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proteina na semente indicando que a redugao do nitrato na fo
lha pode ser importante no fornecimento de nitrogénio reduzi-
do para a semente.

A vagem mostrou uma ba%xa atif%dade para a redutase de ni
trato (ca 0,2 ymol NO, . h .9 PF ) que permaneceu constan-
te até 60 dias apds a floragao. _

A atividade da glutamina sintetase na folha com o apareci
mento das vagens e sementes atingindo 600 umoles de y-gluta-
mil hidroxamato/ h /folha, 45 dias apds a floragao. Na vagenm
a atividade aumenta até& 30 dias apds a floragao permanecendo
constante até 54 dias (25 umoles de y-glutamil hidroxamato/
/h/vagem). Na semente a atividade alcangou 70 umoles de y-glu
tamil hidroxamato/h/semente.acs 45 dias épés a floragéo e de-
pois declinou até 20 umoles gue permaneceu na semente madura.

A atividade da glutamato desidrogenase atinge o pico aos
33 dias apbs a floragao na folha (19 pmoles de NADH oxidado/
/h/folha) e aos 45 dias na vagem (1,8 umoles NADH oxidado/h/
/vagem. Na semente 0 pico & atingido aos 33 dias apbds a flo-
ragao (3,9 umoles de NADH oxidado/h/semente) e depois cai ao
nivel de 0,75 umoles de NADH na semente madura.

A atividade da redutase de nitrato na folha e vagem deter
minada pelo método in vivo mostra que a vagem reduz apenas
10% do nitrogénio processado pela foiha. A capacidade da fo-
lha em reduzir o nitrato deve ser importante em relagao ao a-
climulo de nitrogénio na semente, pois ela processa 2,3 mg de
nitrogénio por dia o que equivale a 1/3 do nitrogénio acumula
do na semente (6,6 mg N/dia).

Além do nitrogénio processado pela redutase de nitrato a
folha e a vagem podem contribuir també&m com o nitrogénio que
& degradado e liberado durante o acimulo de proteina na semen
te. A quantidade de nitrogénio degradada nesses Orgaos duran
te a fase de sintese de proteina na semente foi de 0,83 mg N/
/dia na folha e de 0,18 mg N/dia na vagem.

A guantidade de nitrogénio processada na folha e na vagem
pela redutase de nitrato e pela degradagao de proteina contri
buiram com a metade (3,3 mg N/dia) do nitrogénio exigido pela
semente.

A atividade da glutamina sintetase na folha e na vagem ex

cedeu a necessiria para assimilar todo o nitrogénio processa-
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do pela redutase de nitrato o gue indica gue a enzima pode u-
tilizar o nitrogénio proveniente de outras fontes.

.A quantidade de nitrogénio processado pela glutamina sin-
tetase na semente foi 5,6 mg N/14 horas. Essa atividade e
suficientemente alta para processar todo o nitrogénio acumula
do na semente.

A conclusdc principal foi gque a semente & totalmente de-
pendente de outras fontes de nitrogénio reduzido, sendo que a
contribuigao da folha no fornecimento desse nitrogénio & mui-
to maior gue a da vagem.
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Vvi. SUMMARY

The objective of the present investigation was to obtain
information on the relative contribution of the leaf and pod
of the soybean plant in the supply of reduced nitrogen for
the synthesis of amino acids and protein in the seed.

For this study, the activities of nitrate reductase,
glutamine synthetase and glutamate dehydrogenase were determined
in the leaf, pod and seed during the fruit development stage.
These enzymes are involved in the reduction and assimilation
of nitrogen in the plant. The amino acid and protein contents
were also determined. )

An experiment was carried out to determined which system
of leaf-pod-seed would be most adequate for this investigation.
The contribution of each leaf to the development of the pods
and seed v of the same node and of those on nodes immediately
above or below was investigated by removal of diferent leaves
and/or fruits on flower initiation. Only those organs situated
on the 58, 6P, 7tH ang gth
the ISt, an, 3rd and éth nodes were removed on flowering.
The results showed that the leaves of the ?th and Bth
can, as well as supplying their own fruits, supply the fruits
of the Sth and Gth

7th node were chosen for the biochemical determinations.

nodes were used, while those of
nodes
nodes. The system leaf-pod-seed of the

The activity of nitrate reductase can be determined either
ig_yjﬂqglor in vifro. The in vivo activity of the leaf(&ﬁ}ymf%
NO, .% . g fwt ) was greater than in vitro (2,04 jmol NO,.h .
g fwt ). In the pod, no activity of nitrate reductase could
be detected by thelig vitro method, but by the in vivo method
0,09 wumol NO, .h .g fwt was recorded. It was not possible
to detect activity of the enzyme in the cotyledons and seed
coat by either of these methods.

. The absence of nitrate reductase activity in extracts
of pods and seeds was not due to the presence of inhibitors,
since mixtures of extracts with the leaf extract did not change
the activity recorded for the latter. It was also shown that
light, nitrate, and energy, normally necessary for full

nitrate reductase activity, were not limiting in this case.
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The activities of glutamine synthetase and glutamate
dehydrogenase of the leaf, pod and seed were determined with
extracts desalted on Sephadex G-25 columns, to remove
endogenous inhibitors. BAll organs presented activity of these
two enzymes.

The fresh weight of the leaves, pods and seeds were
determined during fruit development and the data showed that
the pod is fully formed before the rapid phase of seed
development (39 to 60 days after flowering). The increase in
seed weight coincided with a decrease in fresh weight of the
pod and leaf.

The accumulation of protein in the leaf occurred up to
27 days after flowering (180 mg protein per leaf), whereas in
the pod protein was accumulated between 21 and 33 days,
reaching 25 mg per pod. In the seed, protein accumulation
was observed between 24 and 42 days after flowering, remaining
constant up to maturity (70 mg per seed)}. Protein accumulation
in the seed coincided with its breakdown in the leaf and pod,
indicating that these structures could supply nitrogen to the
developing seeds, .

The a-amino nitrogen content increased up to 33 days
after flowering in the leaf (3,5 mg) and up to 39 days in the
pod (0,75 mg). During protein breakdown in the leaf and pod
there was no increase in a-amino acids showing that  they were
transported cut of these organs to other parts of the plant. The increase
in amino acids the seed was only observed after the accumulation
of protein had ceased since initially they were being used in
protein synthesis.'

Th? activity of nitrate reductase in the leaf (ca 18 umol
NO,. h .g fwt ) remained constant up to 45 days after
flowering and then declined. The activity of nitrate
reductase starts to fall at the same time as protein accumilation
stops in the seeds, suggesting that nitrate reduction in the
leaf could be important in supplying reduced nitrogen to the
seed.

Th? pod presented a low activity (gg 0,2 uymol ND: .h—l .
g f.wt ) for nitrate reductase which remained constant up to
60 days after flowering. 7

Leaf glutamine synthetase increased with the appearance
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of ‘the pods and seeds, reaching 600 uymol Yy-glutamil
hydroxamate per hour per leaf, 45 days after flowering. In
the pod, activity increased up to 30 days and then remained
constant up to 54 days (25 pmol y-glutamyl hydroxamate per
hour per pod). In the seed activity reached 70 wmol y-glutamyl
hydroxamate per hour per seed at 45 days after flowering and
then declined to 20 umel in the mature seed.

Glutamate dehydrogenase activity reached a peak at 33
days after flowering in the leaf (19 umol NADH per hour per
leaf) and at 45 days in the pod (1,8 umol NADH per hour per
pod). In the seed a peak is reached at 33 days after flowering
(3,9 umol NADH per hour per seed) falling to 0,75 umol NADH
at maturity. ’

The in vivo activities of nitrate reductase in the leaf
and pod show that the pods reduce only 10% of the  nitrogen
processed by the leaf. The capacity of the leaf for nitrate
reduction must be important in the supply of nitrogen to the
seed, since the leaf processes 2,3 mg nitrogen per day which
is equivalent to 1/3 of the nitrogen accumulated in the seeds
(6,6 mg N per day).

Besides the nitrogen proceséed_by nitrate reductase in
the leaf, the pod and the leaf can contribute also the nitrogen
broken down and mobilized during protein accumulation in the
seed. The gquantity of nitrogen degraded during the stage of
protein synthesis in the seed was 0,83 mg N per day in the
leaf and 0,18 mg N per days in the pods.

The total nitrogen processed by nitrate reductase and
liberated by degradation in the leaf and pod, together supply
about half of the nitrogen (3,3 mg N per day) required by the
seed. :

The activity of glutamine synthetaée in both the leaf
and pod exceeds that necessary to assimilate all the nitrogen
processed by nitrate reductase, showing that this enzyme could
utilize nitrogen from other sources.

The amount of nitrogen processed by glutamine synthetase
in the seed was 5,6 mg N per 14 hours, which is more than
sufficient to process all the nitrogen accumulated in the seed.

The main conclusion was that the seed is totally dependent
on other sources for reduced nitrogen, and that the leaf
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contributes much more than the pod in the supply of this

nitrogen.




84.

VII. BIBLIOGRAFIA

ARNON, D.I. 1949, Copper enzymes in chlorcplasts Polyphenol
oxidases in Beta vulgaris. Plant Physiol, 24: 807-512.

ARRUDA, P. e SILVA, W.J. 1979. Amino acid composition of
vascular sap of maize ear peduncle. Phytochemistry, 18:
409-410.

ATKINS, C.A.; PATE, J.5.; SHARKEY, P.S. 1975, Asparagine
metabolism - key to the nitrogen nutrition of developing
legume seeds. Plant.Physiol., 56: 807-812.

BASHA, S.M.M. e BEEVERS, L. 1976. Glicoprotein metabolism
in the cotyledon of Pisum sativum L. during development

and germination. Plant Physiol., 57: 93-98.

BAUER, A.; JOY, K.W. e URQUHART, A.A. 1977. Amino acid
metabolism of pea leaves — labeling studies onutilization
amides. Plant Physiol., 59: 920-924.

BEEVERS, L. e HAGEMAN, R.H. 1969. Nitrate reduction in
higher plants. Ann. Rev. of Plant Physiol., 20: 495-
522.

BEEVERS, L. e POULSON, R. 1972. Protein synthesis in

cotyledons of Pisum sativum. I - Changes in cell free

amino acid incorporation capacity during seed development
and maturation. Plant Physiol. 49: 476-481.

BEEVERS, L.; FLESHER, D. e HAGEMAN, R.H. 1974. Studies on
the pyridine nucleotide specificity of nitrate reductase
in higher plants and‘its relationship to sulphydryl
level. Biochem. Biophys. Acta, 89: 453-464.

BIELESKI, R.L. e TURNER, N.A. 1966. Separation . and
estimation of amino acid in crude plant extrats by thin

layer eletrophoreses and cromatography. Analytic Bio-



85,

chemistry, 17: 278-282.

BRAY, D.J. 1962. The optimum combination of corn and
soybean protein for chick growth and egg production
determined at various levels of dietary protein. Poul.
Sci. 41: 1630 (Abstract).

CLAWSON, A.J.; BARRICK, E.R. e SMART, W.W.G. 1963.
Response of pigs to graded levels of soybean mean and
added lysine in ten percent protein rations. J. Animal
Sci. 22: 1027.

DALLING, M.J.; TOLBERT,.N.E. e HAGEMAN, R.H. 13%72. Intra-
cellular location of nitrate reductase. I - Spinash e

tobacco leaves. Biochem. Biophys. Acta, 283: 502-512.

DALLING, M.J.; BOLAND, G. e WILSON, J.H. 1977. Relation
between acid proteinase activity and redistribution of
nitrogen during grain development in wheat. Aust. J.
Plant Physiol, 3: 721-730.

DEL CAMPO, F.F.; RAMIREZ, J.M.; PANEQUE, A. e LOSADA, M.
1966. Ferredoxin and the dark and light reduction of
dinitrophenol. Biochem. Biophys. Res. Commun. 22: 547-
553.

FELLER, U.K.; SOONG, T. e HAGEMAN, R.H. 1977. Leaf pro-
teolytic activities and senescence during grain develop
ment of field-grown corn (Zea mays L.). Plant Physiol.,
59: 290~294,

FERGUSCN, A.R. e SIMS, A.P. 1971. Inactivation in vivo
of glutamine synthetase and NAD-specific glutamate
dehydroggenase; its role in regulation of glutamine
synthesis in yeasts. J. Gen. Microbiol., 69: 423-427.

FLINN, A.M. e PATE, J.S. 1968. Biochemical and physiological
changes during maturation of fruit of field pea (Pisum
arvense L.) Ann. Bot., 32: 479-495.




86.

FLINN, A.M. e PATE, J.S5. 1970. A guantitative study of
carbon transfer from pod and subtending leaf to the
ripening seeds of the field pea (Pisum arvense L.). J.
Exp. Bot., 21: 71.

FRANCO, A.A.; PEREIRA, J.C. e NEYRA, C.A. 1979. Seasonal
patterns of nitrate reductase and nitrogenase activities
in Phaseolus vulgaris L. Plant Physiol., 63: 421-424.

FRIENDENWALD, J.5. e MAENGWIN-DAVIES, G.D. 1954. Elementary
Kinetic theory of enzymatic activity. Em: W.DMc Elroy
e B. Glass, A symposium on the mechanism of enzyme
action : 154-159.

GIVAN, C.¥. 1975. Light dependent synthesis of glutamine
in pea chloroplast preparations. Planta, 122: 281-291.

GIVAN, C.F.; GIVAN, A. e LEECH, R.M. 1970. Photoreduction
of alpha-ketoglutarate to glutamate by Vicia faba chloro-
plast preparations. Planta, 122: 281-291.

GORNALL, A.G.; BARDAWILL, C.S. e DAVID, M.M. 1949,
Determination of protein by the Biuret method. Journal
Bicl. Chem., 177: 751.

HAGEMAN, R.H. e FLESHER, D. 1960. Nitrate reductase
activity in corn seedlings as affected by light and
nitrate content of nutrient media. Plant Physiol., 35:
700-708.

HAGEMAN, R.H. e HUCKLESBY, D.P. 1971. Nitrate reductase
from higher plants. Methods Enzymol., 23: 491-503.

HALL, S.M. e BAKER, D.A. 1972. The chemical composition
of Ricinus floem exudate. Planta (Berl.) 106, 131-141.

HARPER, J.E. e HAGEMAN, R.H. l972. Canopy and seasocnal
profiles of nitrate reductase in soybeans (Glycine max
(L. Merr). Plant Physiol. 49: 146-154.




87.

HAYSTEAD, A. 1973. Glutamine synthetase in the chloro-
plasts of Vicia faba. Planta 111: 271-274.

HERRIDGE, D.F. e PATE, J.S. 1977. Utilization of net
photosyntate for nitrogen fixation and protein production
in an annual legume. Plant Physiol. 60: 759-764,

HERRIDGE, D.F.; ATKINS, C.A.; PATE, J.D. e RAINBIRD, R.M.
1978. Allantoin and allantoic acid in the nitrogen eco-
nomy of the cowpea (Vigna unguilata L. Walp). Plant
Physiol., 53: 747-751.

HILL, J.E. e BREIDENBACH, R.W. 1974. Protein of soybean
seeds. II- Accumulation of the major protein components
during seed development and maturation. Plant Physiol.,
53: 747-751.

KAUL, A.K. 1973. Mutation breeding and crop protein improve
' ment. Em: Improving plant protein by nuclear techinic.
International Atomic Energy Agency, Vienna, pp 1~106.

KIPPS, A.E. e BOULTER, D. 1974. Origins of the amino acids
in pods and seeds of Vicia faba L. New Phytol. 73: 675~
684.

KRETOVICH, W.L.; EVSTIGNEEVA, Z.G. e TOMOVA, N.G. 1970.
Effect of nitrogen souce on glutamate dehydrogenase and
alanine dehydrogenase of Chlorella. Can. J. Bot.48:1179
-1183.

LEA, P.J. e FOWDEN, L. 1975a. Asparagine metabolism in
higher plants. Biochem. Physiol. Pflanzen, 168: 3-14.

LEA, P.J. e FOWDEN, L. 1975b. The purification and pro-
perties of a glutamine-dependent asparagine synthetase
isolated from Lupinus albus. Proc. R. Soc. B. 192: 13-
-26.

LEA, P.J. e MIFLIN, B.J. 1974. Alternative route for



88.

nitrogen assimilation in higher plants. Nature, 251:
614-616.

LEA, P.J. e THURMAN, D.A. 1972, Intracellular location
and properties of plant L-glutamate dehydrogenases. J.
exp. Biol., 23: 440-449.

LEA, P.J., FOWDEN L. e MIFLIN B.J. 1978. The purification
and properties of asparaginase from Lupinus species.
Phytochemistry, 17: 217-222,

LEECH, R.M. e KIRK, P.R. 1968. An NADP-dependent L-gluta-
mate dehydrogenase from chloroplasts of Vicia faba L.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 32: 685-690.

B 14

LEWIS, O.A.M. 1975. An N- C study of the role of the

leaf in the nitrogen nutrition of the seed of Datura

stramonium L.. J. exp. Bot., 26: 361-366.

LEWIS, O.A.M. e BERRY, M.J. 1975. Glutamine as the major
acceptor of reduced nitrogen in leaves. Planta 125: 77~
-80.

LEWIS, O.A.M. e PATE, J.S. 1973. The significance of
transpirationally derived nitrogen in protein synthesis
in fruiting plants of pea. J. Exp. Bot., 24: 596-606.

LEWIS, O.A.M. e PROBYN, T.A. 1978. N incorporation and
glutamine synthetase inhibition studies of nitrogen
assimilation in leaves of the nitrophile, Datura stra-
monium L. New Phytol. 81l: 519.

LEWIS, O.A.M.; NEIMAN, E.J. e MUNZ, A. 1971. Contribution
of the pericarp to the amino acids of the seeds of

Datura stramonium. Ann. Bot., 35: 623.

LINCK, A.J. e SUDIA, T.W. 1962. Translocation of labelled
photosyntate from the bloom node leaf to the fruit of

Pisum sativum. Experientia, 18: 69.




89.

LUSE, R.A. e OKWURAIWE, P.E. 1975. Proc. IITA, Collaborators'
meeting on grain legumes improvement, R.A. Luse e K.O.
Rachie (eds.); IITA, Ibadan, Nigeria, p.68.

MAGALHAES, A.C. 1973. Nitrogen metabolism in  soybean
plants under conditions of temperature stress. Tese de
Ph.D. University of Illinois, Urbana-~Champaign.

MAGALHAES, A.C. 1975. Nitrate assimilation in  higher
plants. What's new in Plant Physiol. vol. 7, n? 1.

MAGALHAES, A.C.; PETERS, D.B. e HAGEMAN, R.H. 1976.
Influence of temperature on nitrate metabolism and leaf
expansion in soybean'(Glycine max L. Merril) seedlings.
Plant Physiol. 58: 12.

MAC PARLAND, R.H.; GUEVARA, J.G.; BECKER, R.R. e EVANS,
H.J. 1976. The purification and properties of ‘the
glutamine synthetase from the cytosol of soya-bean root
nodules., Biochem. J. 153: 597.

MATSUMOTO, T.; YATAZAWA, Y.e YAMAMOTO, Y. 1977, Distribution
and change in the contents of allantoin and allantoic
acid in developing nodulating and non-nodulating soybean
plants. Plant Cell Physiol. 18: 353-359.

MIFLIN, B.J. 1974. The location of nitrite reductase and

other enzymes related to amino acid biosynthesis in
the plastids of root and leaves. Plant Physiol. 54:
550.

MIFLIN, B.J. e LEA, P.J. 1976. The pathway of nitrogen
assimilation in plants. Phytochemistry 15: 873-875.

MIFLIN, B.J. e LEA, P.J. 1977. Amino acid metabolism.
Ann. Rev. Plant Physiol. 28: 299-329.

MILLERD, A.; SIMON, M. e STERN, H. 1971. Legumin synthesis
in developing cotyledons of Vicia faba L.Plant Physiol.,
48: 419-425.



90.

MILLERD, A.; SPENCER, D.; DONNAN, D. e STILLER, M. 1975.
Growth of immature cotyledons in culture. Aust.J. Plant
Physiol. 2: 51-59.

NICHOLAS, J.C.; HARPER, J.E. e HAGEMAN, R.H. 1976a. Nitrate
reductase activity in soybeans (Glycine max. L. Meer.)}.
T- Effects of light and temperature. Plant Physiol. 58:
731-735.

NICHOLAS, J.C.; HARPER, J.E. e HAGEMAN, R.H. 1976b. Nitrate
reductase activity in soybeans (Glycine max. L. Meer.).
II- Energy limitations. Plant Physiol., 58: 736-739.

O'NEAL, D. e JOY, K.W. 1973a. localization of glutamine
synthetase in chloroplasts. Nature New Biol., 246: 61-

-62.
O'NEAL, D. e JOY, K.W. 1973b. Glutamine synthetase of
' pea leaves. I~ Purification, stabilization, and pH

optima. Arch. Biochem. Biophys., 159: 113-122,

O'NEAL, D. e JOY, K.W. 1974. Glutamine synthetase of
pea leaves. Divalent cation effects, substrate specificity
. and other properties. Plant Physiol., 54: 773-779.

PALICH, E. e JOY, K.W. 1973. Glutamato Dehydrogenase from
pea roots: purification and properties of enzyme. Can.
J. Biochem., 49: 127-138.

PATE, J.S. 1971. Movement of nitrogenous solutes in plants
Em: Nitrogen-15 in soil~plant studies. I.A.E.A., Vienna.
I.A.E.A.-pl- 341/13, pp 165~187.

PATE, J.S. e FLINN, A.M. 1973. Carbon and nitrogen transfer
from vegetative organs to ripening seeds of field pea
(Pisum arvense L.). J. Exp. Bot. 24: 1090~1099.

PATE, J.S. e WALLACE, W. 1964. Movement of  assimilated
nitrogen from the root system of the field pea (Pisum



91.

arvense L.) Ann. Bot., 28: 83-99.

PATE, J.S.; SHARKEY, P.M. e LEWIS, O0.A.M. 1974. Phloem
blee bleeding from legume fruits—a technique for study
of fruit nutrition. Planta (Berl.) 120: 229-243.

PATE, J.S.; SHARKEY, P.J. e LEWIS, O.A.M. 1975. Xylem to
phloem transfer of solutes in fruiting shoots of legumes
studied by a phloem bleeding techinique. Planta, 122:
11-26,

PETERSON, L.W. e HUFFAKER, R.C. 1975. Loss of ribulose~1,5-
diphosphate carboxilase and increase in proteolytic
activity during senescence of detached primary barley
leaves, Plant Physiol. 55: 1009-1015.

RHODES, D.; RENDON, G.A. e STEWART, G.R. 1975.The control
of glutamine synthetase level in Lemna minor L. Plants,
125: 201-211.

RITENOUR, G.L.; JOY, K.W.; BUNNING, J. e HAGEMAN,R.H. 1967.
Intracellular localization of nitrate reductase and
glutamic dehydrogenase in grean leaf tissue.Plant Physiol
42: 233-237.

ROGNES, S.E. 1975. Glutamine-dependent asparagine
synthetase from Lupinus luteus. Phytochemistry, 14:1975
-1982.

SANTARIUS, K.A. e STOCKING, G.R. 1969. Int&acellular
localization of enzymes in leaves and chloroplast membrane
permeability to compounds involved in amino acid syn-—
thesis. Z. Naturforsch. 246: 1170-1179.

SCHLESIER, G. 1977a. Ocurrence and function of nitrate
reductase in pods of legumes. Biochem. Physiol.Pflanzen.

171: 511-523.

SCHLESIER, G. 1977b. Nitrate reductase activity in leaves



92.

and fruits of various Ilegumes. Biochem. Physiol.
Pflanzen. 171: 511-523.

SCHLESIER, G. e MUNTZ, K. 1974, The function of the pod
at protein storage in the seeds of Vicia faba L. ITI-
Nitrate reductase in developing pods and seeds of
leguminosae. Biochem. Physiol. Pflanzen, 1%96: 87-93.

SCHRADER, L.E.: RITENOUR, G.L.; EILRICH, G.L. e HAGEMAN,
R.H. 1968. Some characteristics of nitrate reductase
from higher plants. Plant Physiol., 43: 930-940.

SCHWIMMER, S.; MAKOWER, .R.U. e ROREM, E.S.196l. Invertase
and invertase inhibitor in potato. Plant Physiol., 36:
313-317.

SODEK, L. e SILVA, W.J. - 1977. Glutamate synthase. - A
possible role in nitrogen metabolism of the developing
maize endosperm. Plant Physiol., 50: 602-605.

SODEK, L.; LEA, P.J. e MIFLIN, B.J. 1980. Distribution
and properties of a potassium-dependent asparaginase
isolated from developing seeds of Pisum sativum and

other plants. Plant Physiol., 65: 22-26.

STOREY, R. e BEEVERS, L. 1976. Glutamate synthase in

developing cotyledon of Pisum sativum. Plant Physiol.,
57: 862.

STOREY, R. e BEEVERS, L. 1977. Proteolytic activity in
relationship to senescence and cotyledonary development
in Pisum sativum L. ‘Planta, 124: 77-87.

STREETER, J.G. 1972. Nitrogen nutrition of field~grown
soybean plants. I~ Seasonal variations in soil nitrogen

and nitrogen composition of stem exudate. Agron. J.,
64: 331-314.

STREETER, J.G. 1974. Asparaginase and asparaginase transamina



93.

se from soybean leaves. Plant Physiol., 53: s-66.

STREETER, J.G. 1979. Allantoin and Allantoic acid in
tissues and stem exudate from field-grown soybean plants.
Plant Physiol., 63: 478-480.

TSUKAMOTO, A. 1970. Reductive carboxylation and amination
of keto acids by spinash chloroplasts. Plant Cell
Physiol. 11: 221-230.

THIBODEAUX, P.S. e JAWORSKY, L. 1975. Patterns of nitrogen
utilization in the soybean. Planta, 127: 133-147.

THOMPSON, J. F.; MADISON, J.7T. e MUENSTER, A.E. 1977. 1In
vitro culture of immature cotyledons of Soya bean (Glycine
max L. Merr). Ann. Bot., 41l: 29-39,

VAN DIE, J. e TAMMES, P.M.L. 1975. Phloem exudation from
monocotyledons axes. Em: Encyclopedia of Plant Physioclogy,
N.S., Vol. I- transport in plants. Pt. I, pp 196-222.
Zimmerman, M.H., Milburn, J.A. eds. Berlin-Heildelberg-
-New York: Springer.

WRIGHT, D.J. e BOULTER, D. 1972. The characterization of
viecilin during seed development in Vicia faba (L.).
Planta 105: 60-65.

WALLACE, W. e PATE, J.S. 1967. Nitrate assimilation in
higher plants with special reference to the cocklebur
(Xanthium pensilvanicum Wallr). Ann. Bot. 31: 213-228.

WALLSGROVE, R.M.; HAREL, E.; LEA, P.J. e MIFLIN, B.J. 1977.
Studies on glutamate synthase from the leaves of higher
plants. J. exp. Bot., 28: 588-596.

WALLSGROVE, R.M.; LEA, P.J. e MIFLIN, B.J. 1979. The
reduction of inorganic nitrogen and its = accumulation
into glutamate and glutamine in pea chloroplasts. Em:
E.J. Hewwitt. C. Cutting eds. Nitrogen assimilation in



84.

plants 6% Long Aston Symposium. Academic Press London

YEMM, E. W. e COCKING, E.C. 1954. The determination of
amino acids with ninhydrin. Analyst, 80: 209-213.




