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I. INTRODUCAO

Existem atualmente muitos estudos na area de
genética, agronomia e bioguimica, com objetivo de melhorar a
proteina de vegetais, no que diz respeito d sua qualidade e
quantidade. O interesse nesta area deve-se ao fato de que
70% da proteina consumida pelo homem no mundo, wvem das plan
tas (KAUL, 1973). Destas proteinas vegetais, os cereais con
tribuem com 70% e as leguminosas com 18% ({EVANS e GRIDLEY,
1979) embora as leguminosas normalmente sejam ricas em pro
teina. Das legumincosas mais importantes economicamente, a
soja apresenta maior conteldo de proteinas, entre 37 e 50%
(HARTWIG, 1969). Outros exemplos saoc Phaseolus vulgaris,com .
valores em torno de 27% (WOOLFE, 1974), Pisum, 25% {KAUL,
1971), Vigna unguiculata, 28% (HAWTIN et aliz, 1977} e Viecia
faba, 27% (BOND, 1870). Por outro lado, o conteddo em pro
teina dos cereais fica em torno de apenas 10% (KAUL, 1973).

0 wvalor nutritivo das proteinas de origem ve
getal € baixo, devido a caréncia de um ou outro aminoacido
essencial, comc a lisina, no caso dos cereais, e metionina e
cisteina nas leguminosas (KaUL, 1973). Por outro lado, as
leguminosas saoc ricas em lisina e, portanto, em combinagao
com cereais, aumentam o valor nutritivo da proteina; por is
to tem sido sugerido gue qualguer melhoria na dqualidade da
proteina de leguminosas deveria visar o aumento em lisina, a
1ém de metionina e cisteina (EVANS e GRIDLEY, 1979). A solu
¢ao destes problemas através da genética por exemplo, neces
sita da existéncia de um profundo conhecimento dos processos
bioguimicos envelvidos no transporte e armazenamento de ni

trogénio na semente. Tal necessidade tem estimulado os tra
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balhos sobre estes processos, principalmente na Gltima décg
da.

A proteina de sementes é o ponto final de uma
série de processos, desde a entrada do nitrogénio inorganico
na planta, até a sintese e armazenamento de proteina nas se
mentes. A produc¢ac de proteina de reserva nas sementes en
volve varias etapas e partes da planta, de uma forma integra
da, formando-se um sistema altamente complexo.

Em sementes de milho, ervilha, feijao e soja,

o acimulo de proteina ocorre normalmente em um periodo de

cerca de 20 dias, em milho (MURPHY e DALBY, 1971), ervilha

{BEEVERS e PQULSON, 1972; MILLERD e SPENCER, 1974; STOREY e
BEEVERS, 1977), feijdo (SUN et alii, 1978), e soja (HILL e
BRIEDENBACH, 1974 a e b; MORI, 198l), atingindo taxas de 1 a
4 mg de proteina por dia, por semente. Neste periodo de aci
mulo rapido de proteina, a semente requer grande gquantidade
de nitrogénio. O nitrogénio fornecido para as sementes deve
ser na forma reduzida, devido a incapacidade destas em redu
zir NO; verificada em Phaseolus vulgaris e Vigna sinensis
(SCHLESIER, 1977} e Glycine max (MORI, 1981). A maior parte
do nitrogenio reduzido necessdrioc para a semente vem da fo
lha (LEWIS e PATE, 1973), principal local da redugdo do Nog
(BEEVERS e HAGEMAN, 1969).

0 NOS € retirado do solo pelas raizes e trans
portado via xXilema até a folha, onde é reduzido e assimila
do. Em algumas espécies, este processo pode ser realizado
na prépria raiz, principalmente naguelas gue possuem atividi
des mais altas de redutase de nitrato neste tecido. PATE
(1980) acha que a importancia da raiz e da folha para este
processo, depende do nivel da enzima redutase de nitrato na
raiz e a disponibilidade de nitrato no solo. 0 nitrato absor

vido seria reduzido na raiz de acordo com a capacidade desta

RO
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em reduzi-lo, e o excesso (frequemtemente a maior parte)
transportado para a folha (ATKINS et ali<, 1979) .

_ Outro tecido com capacidade para a redugéo de
No;, embora limitada, € a vagem (MORI, 1981), a qual pode
constituir uma importante fonte para as sementes de legumino
sas. ,

Nas leguminosas, a associagao simbidtica com
bactérias fixadoras de nitrogénioc também constitui fonte im
portante de nitrogénio reduzido (SCOTT, 1978). Neste caso,
a reducdo de nitrogénio atmosférico ocorre no nédulo, local
da associagao simbidtica das bactérias com as rafzes da plan

ta.
' A semente, pode ainda, receber aminodcidos o
riginados da degradagdo de proteina em drgacs  senescentes.
O aumento da concentracao de aminodcidos do floema, verifica
dos por HALL e BAKER (1972}, PATE et alit (1974)e VAN DIE et
alii (1975), durante a senescéncia da folha comprova este fa
to. Foi verificado também gque, guando a proteina & degrada
da em drgdos senescentes, nac hd aclimulo de aminoacidos 1i
vres nesses 6rgios. Isso sugere gue os aminoacidos sao pron
tamente metabolizados no local ou transferidos para outros
drgaos da planta, especialmente para as sementes emn desenvol
vimento (STOREY e BEEVERS, 1977).

O transporte de substancias dentro da planta
envolve o sistema vascular da planta, ou seja o xilema e
floema. Nas raizes, os produtos da absorgéo e assimilagao
de nitrogénio {NOE e aminodcides) sac translocados para as
partes aéreas, pelo xilema, enquanto o nitrogénio organico &
exportado da folha, via floema, para outros drgaos (PATE,
1980). Quanto aos frutos, estes parecem depender mais do
floema gue do xilema, para a sua nutricao. No caso de Lupi

nus albus, por exemplo, foil estimado que 89% do nitrogénio



L

04

que entra no fruto é fornecido pelo floema (ATKINS et aliZ,
1975 e PATE et alii, 1977). PATE et qlii (1975) mostraram
que os frutos possuem poucas ligagoes com o xilema e nao
transpiram; Entretanto, ocorre pronta transferéncia de subs
tancia organica do xilema para o floema no caule (PATE et
alii, 1979 a e b); desta forma, parte dos compostos assimila
dos nas raizes e translocados para as partes aéreas, via Xi
lema, podem chegar aos frutos sem passar pela folha.

A natureza qualitativa dos compostos nitroge
nados encontrados na seiva que vai suprir os frutos € bastan
te variada, enguanto gue quantitétivamente, a situacao & ou
tra, a maior parte do nitrogénic &€ transportado na forma de
um ou dois compostos especificos, dependendo  principalmente
da espécie da planta e, eventualmente, das condigoes de cres
cimento. Em Datura (LEWIS, 1975) e milhco (ARRUDA e SILVA,
1979), este composto € a glutamina. Nas leguminosas de regi
oes temperadas'de um modo geral, comc Lupinus (PATE et alii,
1974; ATKINS et aqlii, 1975, e Pisum (PATE e WALLACE, 1%64;
LEWIS e PATE, 1973) o composto nitrogenado de destagque & a
asparagina. Por outro ladc, nas legunminosas tropicais, os
ureideos (alantoina e acido alantdico) representam a princi
pal fonte de nitrogénio translocado durante o periodo de de
senvolvimento vegetativo e reprodutive, como em Vigna
unguiculata (HERRIDGE et alii, 1978; ATKINS et alii, 1980;PA
TE et alii, 1980), Glyeine max (MATSUMOTO et alii, 1977 a e
b; PATE et alii, 1980); Phaseolus vulgaris ( ENGELBRECHT,
1955; THOMAS et alii, 1979); Cyamopsis tetragonoloba, Macro
tyloma uniflorum, Psophocarpus tetragonolobus, Vigna angula
rig, Vigna umbellata, Vigna mungo (PATE et alii, 1980). As
leguminosas tropicais, ainda assim, apresentam um ponto em
comum com as nao-tropicais, isto &, a asparagina se destaca

em guantidade, em relagcao aos outros aminoacidos presentes,
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quando os ureideos sao a forma nitrogenada predominante. A
lém das amidas e dos ureideos, existem alguns casos isoclados
em que © composto due se destaca para esta fungaoé outro,
por exemplo, a arginina, em algumas &arvores (TROMP e OVAA,
1973), citrulina em Albus (PATE, 1971), citrulina/ glutamina
em Macrozamia (HALLIDAY e PATE, 1976) e S-metileno glutamina
em Arachis (FOWDEN, 1954). '
Todos estes compostos nitrogenados possuem pe
lo menos 2 &tomos de nitrogénioc por molécula e derivam dire
tamente do metabolismo de carboidratos, particularmente, as

amidas que s3c produtos primdrios da assimilag@c do nitroge

nio (MIFLIN e LEA, 1977). A excessao sao os urideos, gue en
volve um caminho biossintétice lengo, igual ao de purinas
(BEEVERS, 1976). Na figura 1, sao apresentadas as férmulas

da alantoina e do Acido alantdico, os dois principais urei
deos envolvidos no transporte de nitrogénio. A brigem dos 4
dtomos de nitrogénio das moléculas destes compostos envolve a
glutamina diretamente ou aminoicidos com estreita ligagao

com o metabolismo de carboidratos.

Jﬂx
ASP C N 0 NH
Suan” S N W, N N\ NH, COOH
| /° l /°=° | |
o c co CH co CH
S N N S NH ™ i NH
R\GLN/’
Purina Alanteina A::ido Alantoico
Figura 1. Formulas da alantoina e do &cido

alantdico.

NH,

co
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Uma caracteristica que destaca os ureideos na
sua fungao de transportar nitrogénio dentro da planta € a
alté-relagao N:C indicando que o processo é bastante ecénémi
co no que se refere a quantidade de carbono gasto no trans
porte de nitrogénio. |

A presenga dos ureideos nas leguminosas tropi
cais tem gerado interesse, pois existem varias evidénciasque
apontam os ureideos como produtos especificos da fixagao de
nitrogénio.

Estudes com exsudado do caule de plantas de
soja noduladas (MATSUMOTO et alii, 1977 a, b e ¢; STREETER,
1979) , mostraram que os ureideos, alantoina e acido alantoi
co, sao as principais formas de nitrogénio transportadas das
raizes para os outros Orgaos da planta. Os ureideos sao prg'
gressivamente acumulados nas raizes e partes aéreas de plan
tas de soja nodulada em desenvolvimento, e decrescem no esté
gio da formacao da semente (MATSUMOTO et alii, 1977 a}. A
incorporacao de lSN em alantoina e &cido alantdico, maior em
ndédulos que em raizes, mostra que a produgac de alantoina se
da nos nodulos (MATSUMOTO et al<i, 1977 b). Estes mesmos au
tores mostram gque plantas de soja tratadas com solucao nutri
tiva contendo compostosnitrogenados nao produzem nodulos, e
mostram baixa concentracgac de ureideos, com consequente au
mento nas concentracoes de amino-N (MATSUMOTO et ali<, 1977¢) .
Esta é outra evidéncia que mostra gque o ndodulo € o local de
sintese dos ureideos. A quantidade de ureideos no exsudado
do caule depende da fonte de nitrogénic disponivel para as
raizes da planta. O estude da composigao do xilema de Vigna
unguiculata nodulada e nao nodulada e mais oito outras legu
minosas que produzem ureideo, mostraram gue a relagao urel
deo/asparagina foi dependente das condigoes nutricionais da

planta, principalmente da fonte de nitrogénio. Foi verifica
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do que o NO, inibe a fixagao do nitrogénio atmosférico e con
sequentemente, a produgdo de ureideo (PATE et qlii, 1980).
As maiores quantidades de ureideo foram encontradas guando

NH, foi fornecida e ndo NO, (THOMAS et alii, 1979), ou ainda
quando a principal forma do nitrogenio foi através da fixa
¢ao do nitrogénio atmosférico (ISRAEL e McCLURE, 1980).
Emboré alguns dos compostos envolvidos no
transporte de nitrogénio sejam especificos, todos os amino&
cidos proteicos sao encontrados na seiva gue vai em diregao
aos frutos em desenvolvimento {ATKINS et alzi, 1975; PATE et
alii, 1974) . Trabalhos com substancias marcadas com 14C re
velaram gque muitos desses amincacidos sao incorporados sem
transformagao, na proteina de reserva da semente (LAWRENCE e
GRANT, 1964; FINLAYSON e McCONNELL, 1969; SODEK e WILSON,
1970; ATKINS et alii, 1975). Entretanto, a maioria dos ami
noacidos proteicos estao presentes em quantidades minimas em
relagdao aos principais. Desde gue a composigao em aminodci
dos da proteina de reserva difere daquela encontrada na sei
va (LEWIS, 1975; PATE et qlii, 1975), fica evidente que € im
possivel a incorporacao direta de todos os aminodcidos que
chegam as sementes pelas vias de transporte é impossivel. Es
te desbalango em amino&cidos nc translocado deve ser corfigi
do ap”os a sua entrada na semente, de forma que os aminodci
dos carentes devem ser sintetizadoc na prdpria semente a par
tir dagueles encontrados em excesso. Isto foi verificado em
pregando compostos marcados com o isdtopo 15N, demonstarndo-
se que o grupo amida de asparigina ou glutamina & prontamen

te transferido para o grupo g—amino de muitos aminoacidos da

semente (LEWIS e PATE, 1973; ATKINS et al<i, 1975; LEWIS,
1975). Além disso, trabalhos com precursores marcados com
l4

C estabeleveram gque os caminhos de biossintese de aminodci

dos proteicos tem lugar em sementes em desenvolvimento (BI



LINSKI e McCONNELL, 1975; PATE et alii, 1975; SODEK, 1976).
Quanto aos ureideos, ndaoc existem evidéncias diretas guanto &
sua utilizagao pelos frutos, por exemplo, através de estudos
com ureideos marcados. Contudo, a sua pronta utilizacgao pe
los frutos & inferida pelo fato de gque estes compostos nao
se acumulam nestes Srgaos, apesar das grandes guantidades
translocados para o fruto (MATSUMOTO et ali<, 1977; FUJIHARA
et alii, 1977).

Como foi visteo, os trabalhos com l5N e 14C,
mostraram a ocorréncia de biossintese de aminoacidos protei
cos em sementes em desenvolvimento através da metabolizagao
de compostos nitrogenados translocados, por exemplo, os urei
deos, asparagina e glutamina. Em fungao disto, tem sido de
senvolvidos varios trabalhos na tentativa de identificar as
enzimas envolvidas na utilizacao destes compostos.

LEES e BLAKENEY (1970) verificaram a ativida
de de asparaginase nc extrato cru de plantas de Doliehos lab
lab, particularmente nas raizes e nddulos das plantas. No nd
dulo, a atividade de asparaginase foi encontrada nas fragaes
bacterdide e planta. STREETER (1977) também encontrou uma
~distribuigao similar nos nddulos de plantas de soja, entre
tanto, nenhum desses autores foram capazes de demonstrar até
vidade significante em outras regioes das plantas. Uma pre
paracao de enzima purificada de sementes em desenvolvimento
de L. polyphyllus mostrou ser ativa (LEA et alii, 1978).
ATKINS et alii (1975) detectou a enzima asparaginase em ex
tratc cru de sementes em maturagéo, de L. albus. BEEVERS e
STOREY (1976) tentaram sem sucesso, detectar a enzima em se
mentes de ervilha. Recentemente, SODEK et aqlii (1980)mostra
ram a razao disso, demonstrando a presenga de asparaginase
dependente de K™ nos cotilédones e testa de sementes de ervi

lha em maturacgao.
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Em sementes, a presenga de uma enzima capaz

de metabolizar asparagina, pode explicar a habilidade de co

tilédones isolados crescer sO com asparagina como fonte de .

nitrogénio (MILLERD et qliZ, 1975; THOMPSON et alii 1977 ;

LEA et alig 1979 a).

Utilizando inibidor especifico de glu

tamina sintetase (metionina sulfoximina) e glutamato sintase

(azaserina) , LEA et qlii (1977 b) foram capazes de demons

trar que a amdnia liberada por asparaginase & reassimilada

via glutamina sintetase/GOGAT (glutamina oxo-glutarato ami

oL wdi-trans ferase)

proteina de sementes.

{esquema da figura 2), para incorporacao na

GLN 2-oxoglutarato+—- sacarose
(b)(*

(c)

Figura 2.

GLU+*>GLU ——a.a.—> — Proteina

|1

MSO Azaserina

Esquema da reassimilagao da amdnia
liberada pela asparaginase. ASN-as
paragina, ASP-aspartato, GLN-gluta
mina, GLU-glutamato, a.a.-aminoaci
dos, MSO-metionina sulfoximina, (a)
asparaginase, {b) glutamina sinte
tase e (c} GOGAT (glutamina oxo—

glutarato amino transferase).

A asparagina aminotransferase e asparagina

amida~-transferase também podem metabolizar a asparagina.

A asparagina aminotransferase foil detectada

em extrato cru de tecido de plantas por MEISTER et alit
(1952) e WILSON et alii (1954) e em extratos de folha de so '
ja por STREETER (1977).

LLOYD e JOY (1978), acham que a



transaminacao de asparagina € a maior via de decomposicgao
das amidas nas folhas, porém muito baixa nas sementes de er
vilha, comparada com asparaginase dependente de K+.

Quando foi verificada a presenca da enzima Gé
GAT que poderia transferir o nitrogénio amida da glutamina
para 2-oxoglutarato, FOWLER et alzi (1974} e DOUGALL {1974) ;
sugeriram também a participacdo de asparagina na reagao.

LEA e MIFLIN (1974) sugeriram gque no cloro
plasto, a GOBAT (glutamina oxo~giutarato amino. transferase)
dependente de ferrodoxina.usaria asparagina como substrato
alternativo de glutamina.

A enzima proposta para a reagao de transferén
cia do grupo amida da asparagina e glutamina, € determinada
através da medida de oxidagdao de NADH para formagao de gluta
mato (LEA e MIFLIN, 1974}. Mais tarde, verificou-se que a
reacgao aparentemente asparagina-dependente foi devido a cogl
taminagao por aspartato, pois a asparagina repurificada nao
apresentou a taxa de oxidagao de NADH na presenga de 2- OXO
giuvtarato (MIFLIN e LEA, 1975}). Embora a demonstragﬁo desta
amidatransferase com asparagina nao esteja bem caracteriza
da, a possibilidade da presenca dessa enzima nao pede ser ig
norada (LEA e MIFLIN, 1980).

Em sementes imaturas de Lupinus albus (LEA e
FOWDEN, 1975), ervilha (BEEVERS e STOREY, 1976), cevada (MI
FLIN e LEA, 1976) e milho (SODEK e SILVA; 1977), foi verifi
cada a presencga da enzima glutamato sintase, enzima gque de
grada a glutamina, indicando como esta fonte de nitrogénio
pode ser utilizada.

As possiveis vias de utilizagao de ureideos
estao representadas no esquema da figura 3, conforme THOMAS
e JCHRADER (198l). Pode-se verificar gue os ureideos sao de

gradados em uréia e glioxilato, por deois caminhos, envolven



*  Alantofna

HN NH,

oC COOH co

HN—CH — NH

Acido Alontdico

N
CO(NH,),+ HOOC co
HOCH ~—— NH
Uréia  Acido Ureido Glicélico
{b)

HOO(ll + CO(NHz]é

OHC

N EITY -
Acido Glioxilico Uréic

Produgdo totol:

2 Ureia + Glioxiloto

Figura 3.

NH; + CG, + CO

Ursia

2 NHz'l- CO2 + Uréig + Glioxilato

e

{a) olantoicase

(b} ureidogiicolosa .
{c) aslantoato amido hidrolase

NH,

COOH

NH-— CH—NH, Amino - Transferose

Ureidoj:licine

{c}| _H 0
¥ por 8x:
NH,+ NH, Abido Glioxfiico +
! Ureidoglicino
CIZO (I}ODH . i
NH ~— HOCH Glicing

Acido Ureido Gliclico +
(a) ou () Acido Oxalurico

COOH

CO(NHzlz-I- CHO

Ae. Glioxflico

NH3+ !::02 + 00 +
Oxoloto

Via metabdlica da asgimilagao dos urefdeos.
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do pelo mencs duas enzimas, alantoicase e ureidoglicolase
(VALENTINE et alii, 1962; VALENTINE e WOLF, 1961; VOGELS ,
1963) . Por um dos caminhos, através da enzima alantoicase o

dcido alantdico sofre hidrdlise e &€ transformado em  ureidgo
glicolato. O ureidoglicolato sofre a acao de ureidoglicola
se e obtem-se &cido glioxilico e ureia. A outra via envolve
a enzima alantoato amida-hidrolase. A atividade dessa enzi
ma foi encontrada em Streptococcus allantoicus que hidrolisa
dcido alantdico em CO,, amdnia e ureidoglicina, em condigoes
anaerdbicas {VOGELS, 1963; VAN DER DRIFT et al<i, 1970). Es

sa enzima foi també&m encontrada em Pseudomonas e Penicilium

“w.2p crescidas em condiges aerdbicas (TRIJBELS e VOGELS, 1966).

_ Em resumo, a degradagao do acido alantdico vi
a alantoicase e ureidoglicolase, resulta na produgao de uréi
a e acido glioxilico , enguanto que o ureidoglicolato produ
zido via alantoato amida hidrolase, pode ser degradado em u
réia e glioxilato, pela agao da enzima alantoicase ou ureidoc
glicolase. _

Nao se sabe se essas reagoes ocorrem em plan
tas superiores, porém ambos, alantoina e acido alantdico, po
dem ser hidrolizados sob certas_condigaes de pH e temperatu
ra, por reacoes ndo enzimiticas. A alantoina & convertida a
dcido alantdico que, por sua vez, & hidrolizada em ureidogli
colato e uréia ou isocianato e glioxilato (VOGELS et alii
1969; VOGELS e VAN DER DRIFT, 1969). Nac hd nenhuma informa
¢ao de gue essas reagoes ocorram “"in vivo" em tecido de plan
tas superiores. O que se sabe a esse respeito & gue dentre
os compostos resultantes da atividade de alantoicase em plan
tas superiores, somente glioxilato tem sido detectato como
produto de &cido alantdico (TAJIMA et alit, 1977; THOMAS et
alii, 1980). Pelo uso de hidrdlise diferencial de derivados

de glioxilato, foi sugerida a presenga de ureidoglicolato ou
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ureidoglicina, em extratos de folhas de Phaseolus incubados
com acido alantdico (VOGELS e VAN DER DRIFT, 1970), embora
esses compostos nao tenham sidos definitivamente identifica
dos (THOMAS et alii, 1979).

' De qualquer forma, o nitrogénio dos urefdeos
& transformado em uréia que, por sua vez, € hidrolizada para
ambonia através da enzima urease e, em seguida, reassimilada
na posigdo 2-amino dos aminodcidos (LEA e MIFLIN, 1980), que

s3o utilizados na sintese de proteina.

-
UREIDEOS //,ﬁ H, : _\\

Cc=0 COOH CC0H {a) urease
CH, CH,, CH, ' {b) Gs
i CH, CH, CH, _ {c) GOGAT
¥ *
CHNH, CHN H, CHNH, (&) amino-
COOH  COOH COOH trans-
fera-
. s5e5.
v C’C)Z \k .//
*x .7
UREIA —<——N Hy +GLN »2GLU —Fa.a. > » Proteina
{a) (b} () ()

Figura 4. Esguema da utilizagao de ureideos.

0 sucesso com culturas de cotilédones imatu
ros de ervilha (MILLERD et alii, 1975; LEA et alii, 1980)
e soja (THOMPSON et alii), em meio de cultura definido, usan
do a glutamina ou asparagina como fonte de nitrogénio, mos
tra que a semente & capaz de sintetizar a sua proteina de re

serva a partir desses amino&cidos. Porém na soja, como foi



14

verificado, a fonte de nitrogenio disponivel na planta, para
a sintese de proteina de reserva varia de acordo com as con
digoes de crescimento (nodulada e nac nodulada). Em plantas
noduladas, a fonte principal de nitrogénio sdo os ureideos e .
nas néo—noduladas, a asparagina.

Para o melhor entendimento do processo de uti
lizagao dos compostos nitrogenados que chegam até as semen
tes seria necessirio obter outras evidéncias para completar
os estudos com enzimas. A presenca ou naco de enzimas envol
vidas no metabolismo de determinados compostos pode sugerir
uma capacidade do tecido no aproveitamento destas substanci
‘as, mas dificilmente indica a eficiéncia ou a importancia do
processo "in viveo". Geralmente tais informagoes sao obtidas
empregando compostos nitrogenados marcados com lsN, gue exi
gem técnicas sofisticadas. Uma outra maneira de obter essas
evidéncias seria através da eficiéneia de utilizacao avalia
da em termos de aumento de proteina acumulada a partir de
las. E evidente gque este tipo de estudo € dificil ou mesmo
impossivel em sementes "in situ", devido a complexidade do
sistema e a impossibilidade de se controlar as condigoes expe
rimentais. Entretanto, a possibilidade de se cultivar coti
lédones imaturos em meio de cultura definido ( MILLERD et
aliz, 1975; THOMPSON et aliZ, 1977; LEA et alii, 1980) pare
ce ser um sistema ideal para tais estudos. O cotilédone cul
tivado nessas condigoes mostra um crescimento normal, pelo
menos em termos de acumulagac de proteina de reserva, alcan
gando taxas comparaveis aguelas gue ocorrem nas plantas in
tactas.

0 objetivo do presente trabalho €, portanto,
determinar quais os compostos nitrogenados dentre aguelas
normalmente encontradas no sistema de transporte, mais efi
cientes como fontes de nitrogénio para a sintese de proteina

em cotilédones imaturos de soja.
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II. MATERIAIS E METODOS

1. Material Vegetal

As sementes de soja (Glycine max (L) Merril),
cultivar "Santa Rosa", foram semeadas em potes plastiess
com capacidade de 3 litros, contendo vermiculita lavada.
Fol verificado gue esse volume nac € limitante para o cresci
mento das raizes da planta. Foram mantidas duas plantas por
recipiente e a intervalos de .trés dias, regadas com solugao

nutritiva de Hoagland, com a seguinte composigao:

solugao es ml de solugao estoqgue/
togue (g/1) litro de solucaoc
Ca (NO3)2 . 4H20 236 5,0
KN03 101 5,0
Mg 50, . 7H,O 248 2,0
KH, PO, 136 1,0
micro * 1,0

Fe * % 1,0
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*micro solugao estogue
' {g/1)
HaBO5 | 2,86
MCl, . 4H,0 . 1,81
Znso, . 7H,O . 0,22
CuSO4 . 5H20 . : 0,08
H,MoO, . H,0 | 0,02
**solugac de Fe solugao estogue
(g/1)
FeSO4 25
EDTA 25

- Quinze dias apds o plantio, as plantulas fo
ram submetidas ao tratamento de sete fotoperiodos curtos (9
horas), em camara escura, conforme descrito e estudado por
MORI (198l1l). Esse tratamento foli feito para induzir a flo
racdo e obtencao de plantas de porte pequeno, com 7 folhas
trifolioladas.
Antes e apds o periodo de indugao da  ilora
cao, as piantas foram mantidas em casa de vegetagao.
Apds a floragao, gue normalmente ocorreu acs
30 dias, foi dado ininio & determinagao da idade dos frutos
e acompanhado o seu crescimento. Desta forma, a idade dos

cotilédones foi expressa em dias apds a antese (DAA).



2. Métodos

2.1. Meio de cultura e incubagao dos cotilédones

2.1.1. Mei

o de cultura

0 meio de cultura foi preparado segundo

17

LINS

MAIER e SKOOG (1965), modificado por THOMPSON (1977), com a

seguinte composicao em mg/1000 ml:

a)macronutrientes:

KCl,
CaCl2 . 2H20,

MgS0 7H.,0,

4 " 2
KH,PO

2747

K2504,

b) micronutrientes:

c)

ferro:

4 - 4H20,

Znso, . 4H,0,
KI,

NaZMOO4,

Cuso 5H,0,

4 -

C0C126H20,

2

FeSO 7H20,

4

Na,EDTa,

2

745 ;
440;
370;
170;

1044;

27,85;

37,25;
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d} vitaminas:

tiamina HCI, . 0,04;
myo-inoesitol, " 10;

acido nicotinico, 0,05;
pifidina HC1, 0,05;
glicina, 0,2 e

e) sacarose, 50 000.

Todos esses componentes foram preparados em
sclugac aquosa e o pH ajustado a 6,0, com NaCOH, 1N. Foram to
mados 4 ml desta solugac, mais 2 ml de Agua destilada e colo
cados em frascos de erlenmeyer de 25 ml. Estes frascos fo
ram autoclavados a 120° C, por 15 minutos e, a sequir, acres
centados 2 ml de fonte de nitrogénio, com concentragac final
de 1,75 mg/ml de meio de cultura. A fonte de nitrogénio foi
esterilizada através de filtragao, em uma camara de fluxo la
minar, marca "VECO", Campinas - SP.

A glutamina fol o composto nitrogenado utili
zado come fonte padraoc de nitrogénioc.

O inibidor especifico de glutamina sintetase,
metionina sulfoximina (MSO) {MIFLIN e LEA, 1976), foi utili
zado no meio de cultura, em alguns experimentos, a fim de ve
rificar o modo de utilizagao das fontes de nitrogénio. A con
centragao de MSO foi de 1lmM, mantendo o volume final de 8 ml

por frasco.
2.1.2. Inoculagao e incubacao dos cotilédones

As vagens.de soja selecionadas foram tratadas
em solugéo s6dio dodecil sulfato, 0,1%, contendo hipoclorito

de sddioc, 0,5%, por 5 minutos e lavados 3 vezes em Agua des
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tilada esterilizada. En seguida, as vagens foram colocadas
em placas de petri, onde, com o uso de bisturi e pinga, as
sementes foram retiradas. A testa e o embriao destas semen
tes foram eliminados cuidadosamente. Para evitar contamina
gao, todo o material utilizado foi esterilizado e todas as
operacoes realizadas em cimara de fluxo laminar.

Umn dos cotilédones foi inoculado no meio de
cultura e o outro utilizado para medidas iniciais de peso.
fresco; peso seco e proteina ou, em alguns experimentos, in
cubado em meio, com glutamina como fonte de nitrogénio, para
fins comparativos com outras fontes de nitrogénio.‘ Os fras
cos de cultura contendo cotilédones imaturos de soja foram
colocados em mesa agitadora, numa camara de crescimento a
25°C, sob luz continua com 2000 lux de lumindncia, por um pe
riodo de 6 dias. Durante esse tempo fol accompanhado o cres
cimento dos cotilédones, e as culturas gue apresentaram con
taminacao, foram eliminadas. l

Apds o periodo de incubagao, os  cotilédones
foram retirados cuidadosamente do meioc de cultura e lavados
3 vezes em agua destilada, enxugados em papel de filtro e 1li

ofilizadas durante 24 horas.

2.2, Extragao de proteina
2.2.1. Extracdo com eliminag¢ao de lipideos

0 cotilédone liofilizado e ja com O peso Seco
determinado, foi homogeneizado em almofariz com etanol 80 %,
a temperatura ambiente, e centrifugadc a 800g por 10 minu
tos. O homogeneizado sofreu sucessivas lavagens em élcooz
absoluto, éter de petrdleo (3 vezes), alcool absolutc e eta
nol 80%, e finalmente a extracgao foi feita com NaOH 0,2% (pre

parada no dia). A extragao foi feita em 3 vezes, sendo a
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crescentado ao volume final, igual volume de TCA (acido tri
cloroacético), 10%. Apds um periodo de 12 horas no gelo, pa
ra precipitar a proteina, o extratoc foi centrifugado a 800g,
por 10 minutcs. O residuo foi ressuspendide em NaOH 0,2%.

Cada etapa do processo de lavagem do homoge
neizado do cotilédone, foi feita utilizando-se solventes na
proporcdo de 1 ml para cada 5 mg de matéria seca.

As lavagens sofridas pelo homogeneizado tive
ram como objetivo eliminar a grande gquantidade de lipideos e

xistentes no cotilédone.
2.2.2. Extracio sem eliminar lipideos

O material seco foi homogeneizade com NaOH,
0,2%. Apbs a centrifugagac a 800g, por 10 minutos, o sobre
nadante fol guardado. Este processo foi repetido por 3 ve

Zes.

2.3. Dosagem de proteina
2.3.1. Métedo biureto (GORNALL et ali4, 1949).

Para dosar proteina por esse método, toma-se
4 ml do reagente, mais 1,0 ml do extrato sem lipideos e agi
ta~se bem. A mistura permanece em repouso por 30 minutos, a
temperatura ambiente, para completar a reagao. A leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotometro a 540 nm.

A guantidade de proteina do extrato foi deter
minada utilizando-se uma reta padrao na faixa de 1 a 10 mg.

O reagente consiste de uma soclugao de 1,59 de
sulfato de cobre, mais 6,0g de tartarato de sédio potéssio,
dissolvido em &gua destilada. A esta solugac acrescenta-se
300 ml de NaOH, 10% (preparada no dia do uso). A solugao fi

nal, acrescenta-se 2g de KI (para evitar auto-reducao),
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2.3.2., Método descritc por LOWRY et qlii (1951).

0 ensaio para dosar proteinas segundo Lowry,
consiste de uma mistura de 0,2 ml da amostra (extrato de pro
teina sem lipideos), com 1,0 ml do reagente C, agita-se e
deixa-se em repousc, por 10 minutos a temperatura ambiente.
Apds o periodo de repouso acrescenta-se d mistura, 0,1 ml do
reagente E e agita-se imediatamente. Apds 30 minutos de rea
cao, a leitura € feita num espectrofotometro, a 650 nm.

A quantidade de proteina da amostra foi deter
minada utilizando-se uma reta padréo‘na faixa de 10 a 100 ug
" Ge proteina.

O reagente C consiste da mistura de 50 ml do
reagente A, <¢om 1,0 ml do reagente B. O reagente A & uma 50
lugﬁo a 2% de Carbonato de s6dio em NaOH, 0,1N € ¢ reagente
B, solugao de 0,5% de sulfato de cobre em tartarato de sddio
potassioc, 1%, em agua destilada. Enquanto que © reagente E

consiste do reagente Folin—Cioéalteau, 1N em acido.
2.3.3. Método descrito por BRADFORD (18975).

Toma-se 0,1 ml da solucao de proteina e adi
cionam-se a 5 ml do reagente. A reagao completa-se 2 minu
tos apOs a mistura e a leitura da absorbancia deve ser feita
antes de completar uma hora. A leitura é feita num espectro
fotometro, a 595 nm, e a guantidade de proteina da amostra &
determinada através de uma reta padrao, na faixa de 10 a 100
ug de proteina.

0O reagente & um corante preparado com "Coomas
sie Brilliant Blue" G250, onde usam-se 100 mg do corante dis
solvido em 50 ml de etanol 95%, acrescentando-se a estes,
100 ml de &cido fosfdrico 85% (w/v), completando-se o volume
final, para 1000 ml com H20 destilada.

A proteina utilizada para determinar a reta

padrao para todos os métodos foi a albumina de soroc bovina.
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ITT. RESULTADOS

1. Extragao e dosagem da proteina total do cotilédone.

O trabalho tem por objetivo, verificar a efi
ciéncia de aproveitamento de diversas fontes de nitrogénio,
pelo cotilédone imaturo, mantido em cultura, através da dosa
gem da quantidade de proteina acumulada para este fim, fez-
se necessario escolher um método mais adequado para dosar pro .
teina em cotilédones individuais. Desta forma, foram testa
dos os métodecs descritos por GORNALL et qglii (1949), LOWRY
et alii(1951) e BRADFORD (1975).

A figura 5. mostra o padrac segundo o mé&todo
biureto, descrito por GORNALL et alii. Pode-se observar que
a sensibilidade € na faixa de concentracao de proteina, de 1
a 10 mg, sendo assim, este método & insuficiente para dosar
proteina obtida a partir de cotilédones individuais e que
caem na faixa de concentracao de ug/cotilédone.

A figura 6. apresenta o padri@o para os mnéto
dos descritos por LOWRY et alii e BRADFORD. Os dois métodos
apresentam sensibllidade na faixa de concentragao de protel
na, de 10 a 100 ug/ml.

A tabela I, apresenta a leitura de absorban
cia da reacao colorimétrica de uma aliquota do extrato de
proteina de soja, segundo os métodos testados. Pode-se cbser
var auséncia de dados do extrato E2( do gual héo foram elimi
nados lipideos), na coluna L (método descritoc por LOWRY et
alii) e G (biureto). Isto porque o tubo de reacaoc se apre
sentava turvo, impedindo a leitura. Pode-se obkservar ainda
que a coluna G apresenta outra auséncia de dado, esta dlti
ma, devido a baixa concentragao de proteina, guantidade insu

ficiente para provocar a reacgac colorimétrica ( extrato com
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o
I
1

¢ 540 nm

Absorbdnciz

BSA {mg)

Figura 05. RETA PADRAC DE PROTEINA. Padrdo de proteina se
gundo o método biureto, descrito por GORNALL et
alit (1949). A concentragao de proteina é na

faixa de 1 a 10 mg.
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Absorbancio
o
L

Figura 06. RETA PADRAC DE PROTEINA, ®——@® , segundo o méto

do BRADFORD (1975) ¢ «——» , segundo o método
descrito por LOWRY et qliz (1951). A concentra
cao de proteina foi na faixa de 10 a 100 ypg. a

leitura da absorbancia para o método BRADFORD foi

a 595 nm e para o método LOWRY foi a 650 nm.
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concentracac de proteina na faixa de ug/ml).
Apbs este estudo de comparacdo entre os méto

dos para dosar proteina, verificou-se as vantagens ofereci

das pelo método BRADFORD, com sensibilidade na faixa ae con

centracao de proteina, de ug/ml e principalmente na extra
cao, sem a necessidade de eliminar lipideos do extrato. As
vantagens constatadas levaram a escolha deste mé&todo | BRAD

“WORD) , para dosar proteina para o trabalho proposto.

2. Sistema de cultura de cotilédones imaturos de soja.

A fim de entender melhor o metabolismo de uti
lizagac do nitrogénio translocado em diregao &s éementes,
foi idealizado uma maneira de acompanhar o desenvolvimentode
cotilédones imaturos. Trabalhos de MILLERD et al<Z{1975) e
THOMPSON et qlii (1977, mestraram a possibilidade de Culti
var cotilédones em meio de cultura conhecido. Este sistema,
de meioc de cultura definido, parece adequado para se estudar
0 aproveitamento de diferentes compostos nitrogenados, uma
vez que esta € uma maneira de se acompanhar o desenvolvimen
to dos cotilédones de soja, com total controle das condig6es
de experimento.

Inicialmente, para utilizar este meic, foi ne
cessario conhecer a dinamica do sistema de cultura, em ter
mos de tamanho mais adequado dos cotilédones e tempo de incu

bacao.
2.1. O desenvolvimento dos frutos na planta

Foi acompanhado © crescimento das sementes me
dindo o comprimento das vagens e determinando ¢ peso fresco
do par de cotilédones {semente sem a testa e eixo embrioné
rio), durante o desenvolvimento na planta, com inicic logo a

pds a antese.
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TARELA I. DOSAGEM DE PROTEINA SEGUNDO 0S5 METODROS BIURETO
(G), LOWRY (L) E BRADFORD (B), Extrato de protel
na de um cotilédone de soja. 0O E, correspondente
a fragao sem lipideos; E,, sem eliminar lipideos

e E; ao extrato com baixo contelido proteico.

L B G
Absorbancia 0,179 0,349 0,149
- E§
Proteina (mg/ 1
cotilédone) 3,612 4,912 3,312
Absorbancia turvo 0,400 turvo
I E§
Proteina (mg/ 2
cotilédone) 0,000 5,654 0,000
Absorbancia 0,362 0,212 0,000
) 286
Proteina (mg/ 3
cotilédone) 0,785 1,0205 0,000
§ - volume total do extrato - -~14 ml

§§ - volume total do extrato -~ -~ 5 ml
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A tabela II fornece as medidas de comprimento
das.vagens e peso do par de cotilédones, durante o periodo
de 10 a 30 dias apds a antese. Estas medidas mostram que as
vagens atingiram o0 maéximo em comprimento aos 20 dias apbs a
&ntese. A partir desse estagio, a formagcao da semente  tor
nou-se visivel, atingindo um tamanho que oferece condicgoes
para manipila-la.

A tabela III 'apresenta as medidas em peso se
co e proteina,'durante o desenvolvimento dos cotilédones
wrrem a testa e eixo embriondrio), no pericdo entre 13 dias a
t3 dias apds a antese. Essas medidas foram feitas para ‘se
verificar o crescimento dos frutos "in situ”.

A figura 7 mostra a curva do ganho em peso se
co (PS) dos cotilédones durante o periodo em gue o crescimen
£o foi acompanhado.

A figura 8 mostra a curva de armazenamento de
proteina em cotilédones de soja, no periodco de 13 a 63 DAA.
Estes dados mostram que existe um periodo logo apds a antese
em gue o ganho em proteina & baixo. Com cerca de 20 DAA, os
cotilédones atingem um periodo de rapido aumentc em  protei
na, até cerca de 40 DAA} guandc atingem o maximo em aumento,
cerca de 34 mg de proteina/cotilédone. Estes dados e o fato
cbservado anteriormente, de que com cerca de 20 DAA, tornou-
se possivel a manipulacao da semente, permitem concluir gue
essa & a fase de desenvolvimento dos cotilédones, ideal para
0 estudo proposto. Istd porgue as sementes se encontram na
fase inicial de desenvolvimentoc e conseguentemente, de arma

zenamento de proteina.
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TABELA II. MEDIDAS DE COMPRIMENTO DE VAGENS E MEDIA ARITME
TICA DO PESC FRESCO DE PAR DE COTILEDONES DE SO
JA DE 10 A 30 DIAS APOS A ANTESE (DAA). Cada co
tilédone tem peso fresco acima de 30 mg, a par
tir de 20 DAaA.

Comprimento da Peso fresco do par
DABRA vagem de soja de cotilédones
(cm) . {(mg) .
10 2,2 -
12 2,8 -
16 4,3 : 8,65
20 4,5 56,37
21 4,5 61,10
22 4,5 72,62
23 ' 4;5 86,24
24 4,5 98,00
25 4,5 115,34
26 4,5 151,36
27 | 4,5 186,04
28 4,5 203,12
29 4,5 289,34

30 4,5 318,42
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TABELA IIT. MEDIDAS EM mg DE PESC FRESCO, PESO SECO E PRO
TEINA TOTAL E RESPECTIVOS ERROS PADRAOS, DE co
TILEDONES DE SOJA DURANTE ONTOGENESE DO FRUTO.
" As medidas foram feitas no periodo de 13 dias
ap6s a antese (DAA) a 63 DAA. Cada medida €& o
resultado de 10 repetigoes.
PESO PESO PROTEINA
DaA CRESCO SECO TOTAL
13 5,20( 0,12) 0,64(0,055) 0,047(0,004)
15 13,58( 0,31) 2,27(0,012) 0,40(0,0007)
18 22,81( 2,24) 3,06(0,050) 0,46(0,0@11)
19 35,59( 3,12) 6,38(0,150) 1,77(0,0038)
20 48,68( 3,64) 10,59(0,416) 2,28(0,4115)
21 45,46 ( 5,97) 10,52(0,100) 3,47(0,0164)
22 53,57( 1,09) 14,43(0,160) 4,51(0,0247)
23 77,48(16,39) 21,94(1,990) 8,70(0,0283)
25 85,87( 4,67) 22,71(0,560) 8,03(0,0650)
28 91,34 ( 5,54) 30,11(1,010) 8,09(0,0440)
31 132,18(14,34) 49,05(2,230) 16 ,43(0,215%0)
36 156 ,72(14,54) 67,69(1,9290) 23,36(0,1460)
41 177,30(11,58) 82,82(0,950) 34,39(0,8300).
46 186,05(10,95} 93,44(3,520) 33,62(0,1600)
56 129,03(25,98) 91,75 (0,340) 26,05(0,7800)
63 73,47( 4,99) 68,22(4,570) 27,37(1,0900)
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Figura 07.
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VARIACAC EM PESO SECO DO COTILEDONE DURANTE A
ONTOGENESE DO FRUTO; com intervalo de confianga
a 95% de probabilidade, de 13 a 63 dias apds a

antese.
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2.2. Determinacao do tamanho ideal de cotilédones  de

soja, para utilizacao em cultura.

Com a obtengao dos dados de crescimento  dos
cotilédones, durante o seu desenvolvimento na planta, foiini
ciado o estudo do comportamento dos cotilédones imaturos de
soja em meio de cultura definido.

Nesta etapa do trabalho foi feita a wverifica
cao do tamanho mais adequado de cotilédone imaturo de soja,
‘para c¢ultivar em meio de cultura. Com este fim, foram fei
tas culturas de cotilédones na faixa de peso fresco inicial
(PFI) de 10 a 80 mg.

A tabela IV e figura 9 mostram c¢s resultados
em pesoc seco (PS) obtidos com cultura de cotilédones . imatu
ros de soja de varios tamanhos, incubados durante o periodo
de 6 dias, usando a glutamina como fonte de nitrogénio.

Pode-se observar gue na tabela IV em PS, o}

-

maximo de aumente em guantidade de matéria seca (A PS) € a
tingido por cotilédones na faixa de PFI de 20 a 80 mg, sen
do gue ¢ resultado &€ mantido constante nesta faixa de PFI.

O maéximo aumento em gquantidade de proteina €
verificado a partir de cotilédcones na faixa de PFI de 30 mg
e este valor & mantido constante até 80 mg de PFI ( tabela
V e figuré 10). A analise estatistica destes dados (tabela
IV e V) mostra gue cotilédones na faixa de PFI entre 10 e
20 e entre 20 e 30 mg apresentam diferengas significativas
em termos de ganho em PS e proteina, mas na faixa de PFI,
entre 30 e 80 mg, nao apresentam diferencas em ganho de PS
¢ acimulo de proteina.

Os dadecs em PS e proteina de cotilédones ima
turos de soja, com PFI entre 30 e 80 mg, ou no periocdo de
20 a 24 DAA de desenvolvimento da semente, apds a incuba

cao, mostram ser adequados para utilizagéo em cultura. Is
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to porque os cotilédones entre 30 e 80 mg de PFI, atingem o
mesmo nivel de PS e proteina, apds o periodo de incubacgao
(tabelas IV e V e figuras 9 e 10). Além disso, os cotilédg
nes nesta faixa de PFI ou idade estao em fase inicial de sin
tese de proteina, como mostram as figuras 8 e tabela III. Es
te resultadc € muito importante, pois ele possibilita a uti
lizagao de cotilédones imaturos de soja numa larga faixa de
PFI, jA que a escolha numa Unica faixa de peso fresco torna-
se dificil, pois trata-se de uma manipulagao em condigoes es

LA .
tereis.

2.3. Determinacao do periodo de incubacao.

Foi necessario averiguar o tempo adegquado de
incubag¢ao das culturas, para a realizagao de ensaios numa
faixa de periodo em gue houvesse aumento em PS e proteina.

Para este experimento, foram feitas varias
culturas e incubadas em diferentes intervalos de tempo (o
tempo fol contade em dias). Os intervalos de incubagao uti
lizados foram: 4, 6, 10, 13 e 16 dias. Sendo gue os cotilé
dones usadecs foram da faixa de PFI entre 30 e 40 mg.

A figura II mostra o ganho em PS durante o pe
riodo de incubagao de zero a 16 dias, e a figura 12, os re
sultados em proteina do ensaio.

Analisando as figuras 1l e 12, pode-se verifi
car gque hd um periodo rapido de ganho em PS e proteina, des
de o periocdo de 4 a 10 dias de incubacao. Apds esse periodo
de incubacao, o PS apresentou diminuigao da tx de aumento e
a acumulagao de proteina atingiu o patamar. Desta forma, a
fim de operar numa faixa de periodo de incubagao em gue 0
ganho, principalmente em proteina, estivesse ainda, em fase

de aumento, o periodo mais adequado foi de 6 a 8 dias.
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TABELA IV. AUMENTO EM PESO SECO (PS) E ERRO PADREO EM MG DE
COTILEDONES DE VARIOS TAMANHOS INCUBADOS POR UM
PERTODO DE 6 DIAS. A faixa de peso fresco inici

al utilizada foi entre 10 e 80 mg.

PESC SECO PESO SECO

A={PSF - AUMENTO
PFI INICIAL FINAL
- (PST) (PSP) PSI) PERCENTUAL
11 - 20 2,09 23,05 . 20,95 1055
(0,020) (0,189) {0,184)
21 - 30 3,29 34,56 28,10 950
(0,089) (0,375) (2,427)
31 - 40 6,10 36,53 30,41 598
(0,079) (0,241) (0,313)
41 - 50 9,23 41,53 33,36 450
(0,061) (0,257) (0,853)
51 - 60 13,36 - 45,13 34,72 345
(0,256) (0,505) (1,195)
61 ~ 70 16,80 46,21 32,58 275
(0,180) (0,624) {(0,641)
71 - 80 18,51 52,60 35,84 284

(0,102) {1,103) (4,740)
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AUMENTO EM PESO SECO (PS) DE COTILEDONES CULTI
VADOS EM MEIC DE CULTURA; com intervalo de con
fianga, a 95% de probabilidade.
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TABELA V. AUMENTO DE PROTEINA E ERRO PADRAC EM mg EM COTILE
DONES DE VARIOS TAMANHOS INCUBADOS POR UM PERTCDO
DE 6 DIAS. A faixa de peso fresco inicial variou

de 10 a 80 mg.

PESO VALOR VALOR
FRESCO INICIAL FINAL A= (VF-VT) AUMENTO
INICIAL v (V) PERCENTUAL
11 - 20 0,32 15,65 15,14 4490

(0,024) (0,295) (1,534)
21 ~ 30 0,64 17,15 16,68 2679
(0,025) (0,250) - (0,411)
31 - 40 1,30 22,44 21,14 1726
| (0,050) (0,469) (1,187)°
41 - 50 2,01 23,19 20,74 1153
(0,036) (0,144) (0,172)
51 — 60 2,65 23,24 20,62 876
(0,068) . (0,347) (0,983)
61 — 70 3,43 23,62 20,27 688
{0,015)  {0,284) (0,456)
71 - 80 7,09 27,10 18,10 382

(0,134) (0,376) {0,936)
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AUMENTO EM PESO SECO, COM INTERVALO DE CONFIAN
CA A 95% DE PRORABILIDADE, DE COTILEDONES IMATH
ROS DE SOJA, COM DIFERENTES TEMPOS DE INCUBACAO.
A faixa de peso fresco inicial utilizada foi en
tre 30 ¢ 40 mg.
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Figura 12. AUMENTO EM PROTEINA E INTERVALO DE CONFIANCA A4
95% DE PROBABILIDADE, EM COTILEDONES DE SOJA,IN
CUBADOS EM DIFERENTES INTERVALOS DE TEMPO. Os
cotilédones utilizados foram da faixa de peso

fresco inicial entre 30 e 40 mg.
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2.4 Crescimento dos cotilédones pertencentes ac mesmo

enmbrizao e cotilédones ao acaso.

A avaliacao do aproveitamentoc de  diferentes
compostos nitrogenados na sintese de proteina pelos cotilédg
nes, foi feita através de comparagoes. A fim de verificar a
variabilidade entre cotilédones, foi feito um experimento pa
ra se estudar as respostas de cotilédones, em termos de ga
nho em matéria seca e sintese de proteina, nas mesmas condi
coes de.meio de cultura. O resultado desse experimento e
apresentado nas tabelas VI e VII, onde cotilédcne A e cotilé
done B, pertencem ao mesmo embrido.

Os dados obtidos com cotilédones pareados e
ao.acaso foram estatisticamente analisados, através do teste
de médias. A andlise dos dados de PS ¢ proteina, mostrou que
cotilédones tomados ao acaso apresentam diferenga significa
tiva ao nivel de 5%. Sendo assim, cotilédones pares 530 mais

adequados para estudos comparativos.

3. Aproveitamento de varics compostos como fonte de ni
trogénio.

Conhecendo-se a dinamica do sistema de cultu
ra de cotilddones, tornou-se possivel a pratica do teste de
aproveitamento de varios compostos como fonte de nitrogénio,
para sintese de proteina nos cotilédones imaturos de soja.
Uma fonte de nitrogénio, a glutamina, foi escolhida como pa
drao, a fim de estabelecer comparagoes entre os resultados
obtidos com os varios compostos nitrogenados. As fontes de
nitrogénioc escolhidas, foram compostos representativos, da
gueles normalmente encontrados na via de transporte, em dire
¢ao a semente em formacao, ou outros compostos importantes

no metabolismo de nitrogénio da planta. Estes compostos ni
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TABELA VI, MEDIDAS DE PESO SECO FINAL (mg) NO PAR DE COTILE
DONE (A E B) DO MESMO EMBRIZO, APOS 7 DIAS DE IN
CUBACAD. Os cotilé&dones utilizados estavam na
faixa de peso fresco inicial de 40 mg.
AMOSTRA COTILEDONE A COTILEDONE B A -B, A;-By
NQ
01 23,77 23,67 0,10 = -10,40
02 28,85 34,17 ~5,32 - 1,21
03 25,10 30,06 ~4,96 ~-12,70
04 38,08 37,80 0,28 5,93
05 33,40 32,15 1,25 3,07
06 27,41 30,33 -é,92 - 8,06
07 28,32 35,47 -7,15 2,62
08 24,57 25,70 -1,13 - 0,14
09 28,09 _ 24,71 3,38 - 8,61
10 36,45 36,70 -0,25 6,72
11 28,12 29,73 -1,61 0,45
12 32,67 27,67 4,99 11,07
13 27,90 . 21,60 6,30 4,90
14 25,85 - 23,00 2,85 - 1,15
15 26,48 27,00 -0,52 0,28
16 27,40 26,20 1,20 3,73
MEDIA 28,72 29,11 2,76 5,06
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TABELA VII. DOSAGEM DE PROTEINA TOTAL (mg) NO PAR DE COTILE
DONE (A E B) DO MESMO EMBRIAQ, APOS 7 DIAS DE
INCUBAGAO. Os cotilédones utilizados estavamna

faixa de peso fresco inicial de 40 mg.

AMOSTRA COTILEDONE A COTILEDONE B A{~By A;~B,
Ne
01 6,64 6,10 0,54 -3,23
02 8,93 9,87 - -0,94 1,47
03 6,73 - 7,46 -0,68 -3,17
04 11,25 9,90 ' 1,36 1,29
05 7,78 9,96 _1,88 -1,05
06 7,49 8,83 -1,34 -0,62
07 7,36 8,11 ~0,75 2,99
08 5,33 4,37 0,96 0,16
09 5,28 5,17 0,11 -3.15
10 9,11 8,43 0,71 2,12
11 6,35 6,99 -0,64 -1,36
12 8,19 7,71 0,48 2,86
13 4,29 5,33 -1,03 -0,78
14 5,50 5,07 0,44 0,54
15 5,65 6,04 0,39 -0,58
16 6,35 6,23 0,12 0,25

MEDIA 7,20 7,41 0,77 1,60
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trogenados foram: asparagina, aspartato, glutamina, acido
alantbico, alantoina, mistura de amincécidos (caseina hidro
lizada, 13% de nitrogénio), uréia, sulfato de amonia, nitra
to de potéssib e nitrato de sdédio. A concentragao final em
nitrogénio, para todas as fontes de nitrogénio, orgdnicoc ou
inorganico, foi de 1,75 mg/ml de meio de cultura. Foi inclul
do também, a cultura de cotilédones de soja com meio de cul

tura nao contendo nenhuma fonte de nitrogénio, como controle.

3.1 Compostog nitrogenados organicos.

Na tabela VIII,-podem ser observados os resul
tados cbhtidos de cotilédones imaturos de soja, cultivados em
diferentes fontes de nitrogénio orgédnico, j& comparados dire
tamente com o padrac (outro par cultivado com glutamina). Es
tes dados podem'ser ordenados de forma decrescente, quanto a
eficiéncia na sintese de proteina, como mostra © esguema que

Se segue.
GLN > ASN > Cas.Hidr. > A.alant.> ASP > Alant.> GLU > uréia

Este resultado mostra que a fonte mais efici
ente para incorporacao de nitrogénio foi a glutamina, supe
rando inclusive a mistura de amincacidos (caseina hidroliza
da) .

Em soja, a asparagina, fonte nitrogenada mais
importante gque a glutamina, em quantidade transportada mos
tron ser uma fonte de nitrogénio menos eficiente que glutami
na. Quanto aos ureideos, principalmente a alantoina, mostra
ram uma baixa eficiéncia, considerando a sua importancia na
nutrigao da semente e guantidade transportada (bem maior que

a glutamina}.
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TABELA VIIT. VALORES PERCENTUAIS E ERRO PADRAC PARA MATERIA
SECA E PROTEINA RELATIVOS A GLUTAMINA (FONTE PA
DRAC) EM COTILEDONES IMATUROS DE NITROGENIO OR
GANICO. Os resultados foram obtidos apds incu
bagao durante 7 dias. A concentracac final de
nitrogénio em cada frasco foi de 1,75 mg/ml de
meio de cultura.
FONTES REPETI(_:@ES VALOR PERCENTUAL EM
DE N© RELACAC A FONTE PADRAC
MATERIA SECA PROTEINA
Sem N 5 54,00 17,00
(8,03) (0,26)
Caseina hidrolizada
(13,7% de N) 4 81,37 : 58,43
(8,70} (0,58)
Asparagina 6 78,47 72,05
(0,75) {(4,56)
Acido Aspartico 5 80,26 32,46
(1,64) (1,84
Ecido Glutamico 6 34,18 15,86
{1,45) (3,39)
Alantoina 7 60,62 30,68
{(1,07) {0,96)
Acido AlantOico 6 53,85 48,66
(2,00) (7,64)
Uréia 7 26,70 10,48

(2,67) (0,51)
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3.2 Compostos nitrogenados inorganicos.

Os resultados da tabela IX mostram gue a uti
lizagao de fontes de nitrogénio inorgdnice, por cotilédones

-~

imaturos é insipiente. Mesmo assim, apenas nitrato de amo
nia mostrou algum rendimento em proteina, enquanto que nitra
tos na forma de potéssio e s0dio e a ambnia na forma de sul
fato, produziram gquantidades semelhantes ao controle (fonte

menocs N} .

4. Estudo com inibidor especifico

As fontes de nitrogénio mais importantes devi
do a sua alta concentragao no transporte dentro da planta
sao: glutamina, asparagina e ureideos. Pelo gue se conhece
do metabeolisme desses. compostos, pode-se esperar o envolvi
mento de amdnia no metabolismo de asparagina (LEA et ali<,
1977b) e ureideos, (LEA e MIFLIN, 1980). OUma das maneiras
de verificar a presencga dessa etapa nco metabolismo desses
compostos nitrogenados, poderad ser feita comoc o uso de MSO.
A metionina sulfoximina € inibidor especifico da enzima glu
tamina sintetase (GS) (MIFLIN e LEA, 1976), gue estd normal
mente envolvida em processos de reassimilagac de amdnia na
planta.

Os ensaios com inibidor foram feitos com fon
tes de nitrogénio, tais como, a glutamina, asparagina, alan
toina, dcido alantdico e auséncia de nitrogénio. A concen
tragao final de nitrogénio foi de 1,75 mg/ml de meio de cul
tura.

Os dados da tabela X, mostram os resultados
deste experimentc, e eles demonstram que, na sintese de pro
teina, os cotilédones cultivados em meio de cultura com glu

tamina e auséncia de nitrogénio, nao foram inibidos por MSQO,
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TABELA IX. VALORES PERCENTUAIS E ERRC PADRAQ PARA MATERIA
SECA E PROTEINA DE COTILEDONES IMATURCS DE S0JA
CULTIVADOS EM DIFERENTES FONTES DE NITROGENIC I
NORGANICO. Os resultados foram obtidos apds in
cubagao durante 7 dias. A concentragao final do
nitrogénio em cada frasco foi de 1,75 mg/ml de
meio de cultura.

FONTES REPETICOES VALOR PERCENTUAL EM
DE N N@ RELACAC 2 FONTE PADRAO
PS * PROTEINA
Sem N 5 54,00 17,00
(8,03) (0,26
KNO, 4 22,68 12,15
{2,20) (L,78)
NaNO, 7 19,67 5,36
(0,93) (0,71}
NH,NO, 4 45,75 34,00
(1,93) (L,87)
(NH4)2 S0, 5 14,16 10,55

(1,26) (3,54)
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enquanto que resultados da adigao das fontes de asparagina,
alantoina e acido alantdico, causaram inibigao no processode
acumulacao de proteina.

Os niveis de inibigao-na sintese de proteina,
foram de cerca de 76% para asparagina, 70% para alantoina e
80% para acido alantdico, em relagac ao par sem inibidor.

0Os dados de proteina em cotilédones cultiva
dos em meio de cultura -N, na presenga do inibidor, apresen
tam resultados superiores aos de asparagina, alantoina e aci
do alantdico (com inibidor), embora esses cotilédones deves
sem apresentar niveis semelhantes de compostos nitrogenados

enddgenes.,
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TABELA X. AUMENTO EM PROTEINA DE COTILEDONES CULTIVADOS NA
PRESENCA E AUSENCIA DE METIONINA SULFOXIMINA (MSO)
E PCRCENTAGEM DE INIBICKO (I),C0M DIFERENTES FON
TES DE NITROGENIO. A concentracgac final do  MSO
foi de 1 mM3ml. Os dados de proteina foram calcu
lados pela diferenga, Proteina= proteina final -
proteina inicial (conteldo de proteina do cotilé
done na faixa de pesc inicial de 30 a 40 mg). Fo
ram utilizados cotilédones da faixa de PFI de 30-
40 mg e um periodo de incubacao de 7 dias.
?ONTES REPETIQ@ES PROTEINA PROTEINA
DE N COM MsO  SEM Mso T
Ne mg mg %
GLN 10 19,50 19,32 0
ASN 09 4,23 17,17 76
Alantoina 09 3,02 10,20 70
Acido Alantéico 08 2,00 10,79 80

sem nitrogénio 09 6,78 6, O 0
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1v. DISCUSSAOD

A sintese de proteina de reserva de sementes
de soja se completa normalmente num periodo de cerca de 20
dias (HILL e BRIEDENBACH, 1974 a e b; MORI, 198l), atingindo
o valor de cerca de 70 mg de proteina por semente, que cor
responde de 37 a 50% (HARTWIG, 1969). Apds o perfodo de ma
turacac das sementes, a guantidade de proteina decresce
(HILL e BRIEDENBACH, 1974 b). A determinagaoc de proteina de
cotilédones (sem a testa e eixo embrionério) em desenvolvi
mento, mostrou gue ocorre um actmulo rapido de proteina no
periodo de 20 a 40 DAA, chegando a um valor méximo (26 mg de
proteina por cotilédone), apresentando um pequeno decréscimo
{de cerca de 5 mg por cotilédone) até o final do peiiodo de
maturagaoc. Com 20 DAA, os cotilédones de éoja se encontram
na fase inicial de sintese de proteina, como pode ser visto
na figura 4. Esta € uma fase ideal para utilizacao desses
cotilédones para cultiva-los e acompanhar sintese e armazena
mento de proteina de reserva. OQutro fator importante & gue,
nesta fase, os cotilédones j& estao em condigoOes para manipi
lagao, provocando um minimc de injuria. A injiria provocada
nos cotilédones imaturos, antes da inoculagaoc, provoca o re
tardamento no crescimento e desenvolvimento em meio de cultu
ra.

MILLERD et ali7 (1975) utilizou cotilédones
Imaturcos de ervilha entre 8 e 11 dias apds a antese, periodo
gue inicia sintese de proteina (MILLERD e SPENCER, 1974).
TH PSON et glii (1977) mostrou que o resultado final foi pro
,pouffbnal ao tamanho inicial do cotilédone e procurou minimi
‘zar s diferengas nos resultados, usando cotilédones na fai

xa de peso fresco inicial entre 20 e 40 mg. Ao contrario, o



50

estudo estatistico dos resultados obtidos em PS (tabela IV e
figura 6), mostrou gque cotilédones imaturos de soja com PFI
na faixa de 30 a 80 mg, em termos de ganhc em matéria seca e
proteina, nao aprésentaram variacao. Portanto, qualquer co
tilédone nesta faixa de PFI & adequado para este tipo de tra
balho. Desta forma, torna-se possivel o uso de cotilédones
numa larga faixa de PFI; este fato facilita o trabalho de es
colha das sementes imaturas para manipulacao e inoculacao em
condigGes estéreis. Os cotilédones, nesta faixa de peso fres
co, correspondem a faixa de 19 a 24 DAA, gue estao em fase i
nicial de sintese e armazenamento de proteina (tabela III).

As comparagOes entre cotilédones do mesmo enm
brido minimizam o efeito do tamanho inicial do cotilédone
{THOMPSON et aliZ, 1977). A escolha desses cotilédones de
ve diminuir as eventuais diferencas de respostas durante o
periodo de crescimento, como mostra a andlise estatistica dos
dados da tabela VI e VII. l

MILLERD et al<i (1975) mostraram gue cotilédo
nes isolados de ervilha podem ser cultivados até 8 dias apre
sentando sintese de proteina e LEA et qliZi (1979) utilizaram
o pericdo de 5 dias de incubagao para ervilha. THOMPSON et

alii {(1977) incubaram cotilédones de soja por 6 dias, obten

do nivel de proteina semelhante a semente desenvolvida na
planta, com maior velocidade de sintese e armazenamento de
proteina. _

O periodo de 4 a 10 dias de incubagao foi o
gue apresentou acumulc rapidc de proteina (figura 12). O mé
ximo em proteina foi atingido com 10 dias de incubagao, pexr
manecendo constante até o periodo de 16 dias. O periodo até
6 ou 8 dias parece o mais adeguado, ja que neste periodo, a

i1ém de cocorrer intensa sintese de proteina, a fonte de nitro
génio no meio ainda nac &€ limitante, atinge um nivel de arma
zenamento de proteina satisfatdoria, oferecendo assim, melho

res condigoes para comparagoes entre diferentes fontes de ni

UMICAMP
BIBLIOTECA (ENTRAL
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‘“trogénio.

' MILLERD et alii (1975) sugeriram que em ervi
lha, a asparagina teve papel importante na sintese de amino
dcidos proteicos, nas glutamina -nao. LEA et al<? (1979) mos
traram que asparagina e glutamina sac as melhores fontes de
nitrogénic para sintese de proteina em cotilédones de ervi
lha. A glutamina naoc funcionou como fonte de nitrogénio pa
ra sintese de proteina para MILLERD et alii (1975}, devido a
decomposigao deste aminodcido durante o processo de esterili
zacao (LEA et alii, 1979).

. THOMPSON et alii (1977) mostraram que a glu
tamina foi melhor que a asparagina como fonte de nitrogenio
para cotilédones de soja. Embora em termos de gquantidade .
transportada, a asparagina desenpenha papel mais importante
- \PATE et alii, 1975). | -
' Os dados da tabela VIIT (pdgina 44) e IX (p&
gina 46), mostram gue a melhor fonte de nitrogénio foi a glu
tamina superando até mesmo os resultados da mistura de amino
acidos (caseina hidrolizada). A asparagina ficou em segundo

lugar e os ureideos, apesar de representarem a maior fonte

de nitrogénio transportado (MIFLIN et alii, 1980), apresen
taram baixa eficiéncia. A razao da baixa eficiéncia € des
conhecida, embora trabalhos recentes (THCMAS e SCHRADER,

1971; GOMES & SODEK, 1982) mostram gue a enzima alantoinase,
supostamente envolvida na utilizagac de alantoina, estd pre
sente em cotilédones imaturos em grandes qualidades. MATSU
MOTO et alii (1977a) ,MATSUMOTO et qli< (1977 b)e GOMES (comu
nicagao pessoal, mostraram a presenca dos ureideos em semen
tes imaturas de soja, portanto, a baixa eficiéncia de utili
zagao possivelmente seja devido a problemas de absorcao pelo
cotilédone em cultura, ja que foi detectada a presencga de en

zima alantoinase.
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A eficiéncia da glutamina como fonte de nitroge
nio na sintese de proteina, demonstra que os cotilédones ima
turos sao capazes de sintetizar outros aminoacidos a partir
da glutamina, com grande eficiéncia. A inabilidade do gluta
mato agir como fonte de nitrogénio deve ser devido a  falta
de ambnia requerida para sintese de amidas glutamina e aspa
ragina. _

0O menor aproveitamento dos urefdeos pode signi
ficar gque o0s processos de transformagSes dessas fontes em
NH; sac menos eficientes que glutamina a aminodcidos. A to
tal ineficiéncia da uréia como fonte de nitrogénio pode ser
devido ao rapido aumento do pH do meio durante © periodo de
incubacao do cotilédone.

A metionina sulfoximina € conhecida inibidofa
especifica da enzima glutamina sintetase (MIFLIN . e - LEA,

1976) , que por sua vez & importante na assimilac¢ao da NHZ.

w08 resultados obtidos com cotilédones imaturos de soja culti

vados em diferentes fontes de nitrogénio com este inibidor
(tabela X, pagina 48), mostram uma inibigao na utilizac¢ao de
asparagina, alantoina e acido alantdico, sugerindo que a u
tilizacac destes cowmpostos deve envolver a amdnia como inter
medidria e que a reassimilacao de NHI envolve a enzima GS.

Este dado estaria de acordo com o esquema abaixo, gque repre
senta a maneira pela qual, estes compostos sao possivelmente
utilizados. LEA et aliz (1979} sugeriram um esquema seme
lhante (para asparagina), quando verificaram que a metionina
sulfoximina inibiu a utilizagaoc de asparagina por cotilédo
nes de ervilha em cultura., O resultado com asparagina por oo
tilédones imaturos de soja possuem uma asparaginase (GOMES e

SODEK, 1982) gue libera NHZ da asparagina.
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Figura 13. Esquema da assimilacao da amonia.

Os resultados (tabela X, pagina 48}, tanto de
asparagina como de ureideos, com inibidor, mostram resulta
dos inferiores a sem nitrogénio com inibidor, talvez este fa
tc se deva a inibigac do aproveitamento dos aminodcides endd
genos pelas fontes de nitrogénioc fornecidas ao meio de cultu
ra.

O envolvimento da amdnia como intermedidric, su
gere que sais de amdnia deveriam constituir uma boa fonte de
nitrogénio. No entanto, tal fatoc nac foi verificado experi
mentalmente (tabela IX, pagina 46). Provavelmente, esta ine
ficiencia estd ligada & eficiéncia de entrada da amdnia nos
compartimentos onde ocorrem os processos de assimilacao de
NH4. _

A ineficiéncia da utilizacgao do NO, se deve a
incapacidade des cotilédones, em reduzi-lo. MORI (1981) nao
teve sucesso na tentativa de detectar a atividade de reduta
se de nitrato em cotilédones imaturos de soja. De qualguer
forma, existe uma certa davida guanto ac¢ transporte de NOS
alé as sementes em desenvolvimento, uma vez gue © transporte
dr“NOS parece ser exclusive do xilema (PATE, 1980), gue por
sva vez tem poucas ligagoes com a semente (PATE etz alit,

11555). Portanto, rao haveria necessidade da reducgdo de ni

~ivato em sementes imaturas.

E
e
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V. CONCLUSOES

1. O método descrito por BRADFORD, foi mais adequado pa
ra dosar proteina em cotilédones individuais, com a vantagem
que nao sofrem interferéncia de lipfdeos presentes no extra

to.

2. E possivel cultivar cotilédones imaturos de soja em
meio de cultura definido, atingindo niveis de sintese de pro

. teina semelhantes aos cobtidos "in situ".

3. 0s cotilédones que pertencem ac mesmo embriao  apre
sentam uma menor variagao durante o desenvolvimento em cultu

ra e portanto sao mais indicados para estudos comparativos.

4. Nas condicles experimentais onde as fontes de N fo
ram ministradas exogenamente os principais compostos nitroge
nados utilizados na nutrigao de frutos de soja, foram a glu
tamina e a asparagina. Estas se constituem nas fontes de ni
trogénio para a sintese de proteina em cotilédones em cultu

ra, engquanto que os ureideos foram menos eficientes.

5 0 uso da metionina sulfoximina, inibidor especifico
de glutamina sintetase, mostrou que a utilizagaoc de asparagi

na e ureideos envolve a amonia como intermediario.
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VI. RESUMOD

O trabalho com cotilédones imaturos de soja em
meio de cultura definido tem como objetive, levar a meihor
compreensao do metabolisme do nitrogénio, com respeito a sin
tese e armazenamento de proteinas nas semnentes. Para este
estudo, testou-se di ferentes fontes de hitrogénio, tais co
mo, a glutamina, asparagina, glutamato, aspartato, mistura
de amincacidos (caseina hidrolizada), alantoina, acido alan
téico e NO3, que sao encontrados no soluto transportado para
a semente em desenvolvimento e outros compostos, como amonia
@ uréia que s3o produtos intermediirios do metabolismo de al
guns compostos.

Antes de comparar o efeito das dlferentes fon
tes de nitrogénio scbre a sintese de proteina, f01 ' necessa
rio o conhecimento da dinZmica do sistema de cultura, em ter
ros de tamanho ideal de cotilédones e tempo de incubagao.
Foi verificada também, a validade das comparagoes entre coti
lédones. A fonte de nitrogénio utilizada como padraoc foi a
glutamina.

Fol verificado que o tamanho ideal de cotilédo
nes imaturos de soja fica entre 30 e 80 mg, uma vez gue nes
ta faixa de peso fresco inicial nao mostram dependencia do
tamanho inicial para o aumentoc enm peso seco e proteina. Além
disso, estao na fase inicial do crescimento, como mostram as
medidas em peso seco e proteina durante a ontogénese das se
mentes; entao, torna-se possivel acompanhar o desenvolvimeg
to dos cotilédones, guando cultivados em meio de cultura.

Quanto a0 pericdo de incubacéo, O que se nos
trou mais adequado para o estudo com diferentes fontes de ni

trogénio, foi entre 6 o § dias, atingindo niveis semelhantes
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aos verificados "in situ".

0 estudo estatistico (teste de médias) dos da
dos da cultura de cotilédones pareados e ao acaso mestreou
gue, a escolha de cotilédones que pertencem ao mesmo embriao
€ mais adequado para estudos comparativos.

A melhor fonte de nitrogénio para a sintese de
proteinas para cotilédones imaturos de soja foi a glutamina,
seguida de asparagina.  Embora em termos de gquantidades trans
portadas, os ureideos tenham um papel importante, nao apre

sentaram a eficiéncia esperada.

As fontes inorganicas na forma de NO, ou NH+,

'ﬁz produziram quantidades semelhantes ao controle (meic de cul

“%ssca sem nitrogénio) .

0 estudo com inibidor especifico, MSO, mostrou
que a sintese de proteina foi inibida gquando a fonte de ni
trogénio foi a asparagina, alantoina ou dcido alantbico e
nao a glutamina. Estes resultados sugerem que, para O apro
veitamento destes compostos nitrogenados, ocorre a liberagao
de NH! e este & reassimilado via GS, ja gue o inibidor é es

4
pecifico de GS.
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ViI., SUMMARY

This study with immature . soybean cotyledons

cultured in a defined medium objectivates a . better un
derstanding of nitrogen metabolism in relation to the
synthesis of storage protein. For this purpose several

‘sources of nitrogen were tested, such as glutamine, aspara
gine, glutamine, aspartate, amino acid mixture (hydrolised
casein}, allantoin, allanteoic acid and nitrate, all of which
are found in the transport stream supplying the develocoping

seeds, as well as other compounds such as ammonia and urea

coehmiimse metabolic intermediates of these compounds.

e Before making a comparison cof these sources of
arvihrogen, 1t was necessary determine the limitations of the
xperimental system, such as cdtyledon size and period of
incubation, as well as the variation in response between
cotyledons. Glutamine was used as a standart scurce for
comparative purposes.

The most adeguate size of immature soybean
cotyledons was found to ke between 30 and 80 mg, since in
this range of fresh weight the increase in dry weight and
protein was independent of size. Besides, such <cotyledons
are at an initial stage of develcpment, as the date for dry
weight and protein during development of the seeds show.
Thus it is possible to follow the development of cotyledons

by these parameters growing them in the culture medium.

Az to the pericd of incubation, the most
adeguate for the purpose of different nitrcogen sources
was 6 to 8 days, during which time the rate of synthesis

was similar to that "in situ".

A statiscal analysis (teste of means) of data

SR A S Y
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for cotyledons taken in pairs and at random revealed that
cotyledons that belong to the some embryo show less variation
and therefore are more suitable for comparative studies.

The most effective source of nitrogen for the
synthesis of protein in immature soybean cotyledons was
glutamine, followed by asparagine. On the other hand, the
ureideos were little effective in spite of their importance
as transport compoundé in soybean.

Inorganic sources in the form of NOS or NHI
lead to the formation of protein 1in guantities similar to

the control without nitrogen.
A study with the inhibitor MS0O, revealed a

strong inhibition whit asparagine, allantoin and allantoic
acid, but not glutamine. These data suggest that, during
the utilization of these compounds ammonia is liberated and
reassimilated in glutamine via GS, since this enzyme is

inhibited by methionine sulfoximine (MSO).
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