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1, INTRODUCAO

1.1 ConsipEracOES GERATS

A produgao de alimentos preccupa serilamente as
autoridades em todo o mundo, principalmente porgue segundocﬁ&
culos da ONU a populagao atual da Terra praticamente dobrari
até o final do século (SAOUMA, 1981). Esse problema seri par
ticularmente grave quanto ao suprimento de alimentos protei~
cos. A soja que tantos beneficios tem trazido a humanidade,
inclusive nas fases criticas dos conflitos mundiais, & aponta
da, com énfase, como um dos graos capazes de ajudar a solu-
cionar esse importante problema. O Brasil, pela sua extensao
territorial e area agriculturavel com amplas possibilidades
para a cultura da soja, muito poderda contribuir para minorar
tal situacédo.

Botanicamente, a soja pertence a familia
Leguminosae, sub-familia Papilionoideae e ao género Glyeine L.
que compreende cerca de 15 espécies, sendo classificada como

Glycine max (L. Merrill.



A origem dessa planta perdeu-se no tempo, sendo
mencionada na obra de Pen Ts'ao Kang Mu, escrita no ano de

2838 AC, durante o Império de Sheng-Nung (MORSE, 1950). Seu

cultivo expandiu-se pela China antiga e comegou a ser cultiva

da em outras regides da Asia, como a India, Ceildo, Maldsia,

etc. (NAGATA, 1972). Em 1739 ocorreu o plantio de soja no
Jardim Botanico de Paris e em 1770 na Inglaterra, em Kew
(MIYASARKA, 1977). Nos Estados Unidos a primeira referéncia

sobre o comportamento da soja foi feita em 1804, com o rlan-
tio na regiao da Pensilvania (RCSOLEM, 1980). No Canadi, Fi-
lipinas, Argentina, Egito e Cuba, ela tornou-se conhecida
no final do século XIX. No Brasil, a mais antiga referéncia
encontrada na literatura nacional €& de experiéncia feita em
1882, no Estado da Bahia, por Gustavo D'Utra, enguanto em Sao
Paulo, Daffert em 1892 fez as primeiras observagoes na Esta-
¢ao Agrondmica - atual Instituto Agrondmico - em Campinas, no
Rio Grande do Sul a introdugao dessa leguminosa foi feita pe-
lo Professor Craig da Escola Superior de Agricultura e Veteri
naria, Universidade Técnica, em 1914 (REIS, 1956).

O aumento significativo da produgao mundial veri-
ficou-se a partir de 1925, gracas a esforgos de técnicos noxr
te-americanos que estudaram esse vegetal sob todos os angu-
los. ©No Brasil, o grande impulsc dessa cultura se deu a par
tir de 1970, atingindo atualmente a produgao anual maior aque

dez milhdes de toneladas de graos.



1.2 DESENVOLVIMENTO E COMPOSICAO DE GRAOS DE SOJA

0 metabolismo durante o desenvolvimento de semen

~tes de soja-provavelmente dsterming ) ém grande parte, a qua-
lidade em relagao & composicdo quimica, e em menor extensio a
quantidade de sementes produzidas (OGREN & RINNE, 1973).

As alteragOes citoldgicas e bioguimicas durante o
desenvolvimento de cotilé&dones de soja a partir de 15 dias
apos o florescimento até a maturidade foram detalhadamente es
tudadas por BILS & HOWELL (1963). Aos 15 dias apds o flores-
¢cimento (DAF) somente particulas de ribonlcleo-proteinas e nii
cleos foram observadcs nos cotilédones. 2Aos 18 DAF, as célu-
las dos cotilédones apareceram formando plastideos, mitocon-
dria e outras estrvuturas membrancsas. Muitas mitocondrias,
cloroplastos imaturos e grios de amido estavam presentes aocs
26 DAF e as células eram caracterizadas por taxa relativamen-
te alta de respiragao. Nesse periodo, grinulos de lipideos de
0,2 a 0,3 y de didmetro e gldbulos de proteinas de 4 a 5 1 de
diametro estavam presentes no citoplasma. WNesses estigios ini
ciais de desenvolvimento 50% da proteina pode ser sedimentada
com forga de 50.000g. Com o desenvolvimento dos cotilédones,
estruturas de lipideos e proteina continuaram a crescer em ta
manho, enquanto mitocondrias e cloroplastos decresceram em ni
mero. Em torno de 54 DAEF, o peso fresco atingiu o maximo, as
células dos cotilédones eram preenchidas com graos de amido,
granulos de lipideos e gldbulos de proteina. X medida que as
sementes de soja amadurecem, os graos de amido desaparecem e

nao sao evidentes em sementes totalmente maduras. Na maturi-



dade também, de 30 a 90% da proteina & solubilizada apds cen-

trifugagao por 2 horas a 50.000qg.

te os primeiros 22 DAF de desenvolvimento dos cotilddo-
nes a proteina sintetizada foi "proteina metabdlica" e apds
22 DAF a sintese desse tipo de proteina torna-se mais lenta e
decresce, enquanto a de proteina de reserva inicia e continua
até a maturacgao dos graos.

Para que esses eventos encontradeos por BILS &
HOWELL (1963) realizem~se, deve haver crescimento e nutri-
¢ao dos frutos de maneira a suprir as suas necessidades con-
forme relatado por CROOKSTON et al(1974), PATE et al {1974},
QUEBEDEAUX & CHOLLET (1975), ATKINS et al(1975) e PATE et al
(1977) .

Dentre esses trabalhos destaca-se o de PATE et al
(1977) que avalia a nutrig¢do de fruto de Lupinus albus durante
o desenvolvimento em relagao a economia funcional de carbono,
nitrogenio e dgua. A nutrigido do fruto em desenvolvimento de
leguminosas, assim como de muitos outros frutos, consiste das
seguintes atividades principais: entrada de translocado atra-
ves de floema, recebimento de dgua e solutos conduzidos pelo
xilema como resultado da transpiragdo, e fixacdo pelo fruto
de CO, proveniente da atmosfera ou do espago gasoso da respi-
ragao das sementes. Em Jupinus albus mostrou-se que o cresci
mento do fruto se 43 em trés fases:

a) la. fase -~ 0 a 4 semanas, guando ocorre a ex-
pansao da vagem, primeiramente através da entrada de agua. A

entrada de carbono e nitrogénio & bhaixa nesse estdgio e o



crescimento da semente & minimo;

b} 2a. fase - 4 a 8 semanas, quando verifica-se

alta taxa de utilizagdo de carbono e nitrogénio pelo fruto e

Crescimentso rapido das sementes;

¢} 3a. fase - 8 a 12 semanas, que coincide com
a deposigao de compostos de reserva nas sementes., Entrada de
carbono e nitrogénio & mantida a alto nivel até que a vagem
€ sementes comecem a desidratar. As sementes apresentam 96%
do nitrogénio do fruto e estima-se que a mobilizagao de nitro
génio dos tecidos da vagem durante as ultimas 4 semanas do de
senvolvimento do fruto supra 16% das necessidades em nitrogé-
nio das sementes,.

Conforme relatado por OGREN & RINNE (1973}, duran
te 0 desenvolvimento dos frutos de soja, a maioria dos assimi
lados vao da folha para a vagem de sua axila. Se as vagens
sao removidas, o assimilado ira predominantemente para baixo
€ para a vagem mais proxima, e pouco assimilado vai para re-
gices mais altas. WARDLAW (1968), mostrou que o fruto da axi
la de uma folha & sustentado também pelas folhas imediatamen-
te acima ou abaixo. JOHNSTON & PENDLETON (1968) e HICKS &
PENDLETON (1969) encontraram, entretanto, gue algumas vagens
no tergo superior das plantas de soja desenvolviam mesmo re-
movendo—-se as folhas desses nds.

0 padrao de distribuicao de assimilados & determi
nado pela fotossintese de um lado e pela forga e proximidade
dos varios "sinks" de outro, modificado de alguma forma pelos
padroes de coneccgdes vasculares e condigoes ambientais (EVANS,

1975). Esse autor considera que embora sejam encontradas di-



ferencas na taxa de actmulo de compostos em frutos, a produ=-
cao final estad relacionada a4 duracao do periodo de enchimento

dos graos. Para soja, HANWAY & WEBER (1971) encontraram para

9,9 g.m_2.dia"l, embora a taxa de crescimento da cultura nes-

2 -1

te periodo variasse de 8,8 a 14,9 g.m “.dia nos diferen-

tes cultivares,

A competicao entre frutos devido & posigdo de in-
sergcao na planta durante o desenvolvimento para receber fotos
sintatos, nitrogénio, minerais ¢ &gua, tem sido relatada.
COLLINS & CARTTER (1956), estudando os teores de Oleo € pro-
teina em fungao da posicao das vagens na planta, posicdo das
vagens nos ramos e dos graos nas vagens, constataram Variagéo
na composigao quimica principalmente devido & posicdo de in-
sercao das vagens na planta, o gue também foi verificado por
BRIM et al (1967). As sementes de soja produzidas no topo e
centro das plantas eram menores em tamanho com menor teor de
proteina do que sementes @xoduzidés na regiao inferior da
planta (COLLINS & CARTTER, 1956). Em nosso meio, TEIXEIRA et
al (1982) estudando varios cultivares de soja mostraram gue a
composigao quimica dos grdos varia com cultivares e posigao
das vagens na planta. O0s graos oriundos da base das plantas
apresentavam tamanho e teor de proteina menores do que os de
outras partes, na maioria dos cultivares. Para alguns culti-
vares, no apice se encontravam os grdaos mais ricos em oleo,
nao variando para outros. Para a maioria dos cultivares os
graos da base das plantas foram mais ricos em aglUcares soli-

veis e os do apice apresentaram os menores teores de polissa-



carideos. Esses autores atribuiram as variagodes encontradas
como devidas a influéncia de temperatura, precipitagdc pluvio

meétrica, agua no solo e radiagac solar, sobre a sintese e aci

mulo de compostos guimicos em graos de soja, principalmente
durante periodos do desenvolvimento dos graos, aliada a capa-
cidade variavel de translocagao de fotossintatos, agua e com-
postos nitrogenados em fungao da idade da planta e competicao
entre frutos. Esses dados de TEIXEIRA et al (1982) assim co-
mo os de COLLINS & CARTTER (1956) mostram a necessidade de se
considerar as variagoes relatadas ao se comparar dados sobre
a composicao de grdos entre amostras ou selecionid-las para
analises quimicas com a finalidade de melhoramento de plantas,
Estudando o acumulo de matéria seca e nutrientes
em soja cv Santa Rosa, BATAGLIA et al (1976) mostraram gue du
rante o periodo de 90 a 130 dias de plantio as sementes atin-
giram seu maior desenvolvimento, produzindo 2093 kg/ha de ma-
téria seca ao mesmo tempo que isso acontecia observaram perda
de matéria seca pela parte vegetativa nidaoc s0 devido & queda
de folhas, mas também & translocacgao de matéria seca das has-
tes e folhas para vagens e sementes. Dados semelhantes foram
cbservados por HANWAY & WEBER (1971) e MASCARENHAS (1973}.
SILVA et al (1981) consideram gue o ponto de matu
ragao fisioldgica dos graos de soja € atingido guando as se-
mentes atingem o seu maior peso seco, had porém outros autores
gue consideram que esse ponto & atingido guando os graos atin
gem cor amarela. MARCOS F9 (1980) considera que na avaliacgao
da maturidade fisioldgica de Sémentes de soja O maximo peso

seco nao & parametro suficiente e que se deve, também, consi-



derar a auséncia de sementes verdes-amareladas com hilo homd-
cromo €& de plantas com vagens verdes para identificar o momen

to em gue as sementes de soja atingem a maxima qualidade fi-

siolééica.

BILS & HOWELL (1963) mostraram gque o peso fresco
e seco de sementes de soja aumentam até 50 DAF, ands o gue o
peso fresco decresce rapidamente e o seco ligeiramente.

KROBER & GIBBONS (1962), encontraram gue durante
o desenvolvimento e crescimento da semente de soja, a porcen-
tagem de preoteina total alterou muito pouco. Esse estudo mos
trou gueda em nitrogénio ndao proteico de valor de 12% em pe-
quenas sementes a valor de aproximadamente 2% em sementes ma-
duras. Este decréscimo nos valores porcentuais de nitrogénio
nao proteico foi acompanhado pela elevagdc de proteina liqui-
da de cerca de 28% nas sementes pequenas a 38% nas maduras.
Isso também foi observado por RUBEL (1970), porém cocm a in-
formagao adicional de gue a variacdo verificada foi de acor-
do com a parte da planta onde estavam as vagens, revelando
aumento em proteina e decré@scimo na porcentagem de &leo de
graos de vagens do topo das plantas. SILVA ¢t of 198l) estudan
do o cultivar Santa Rosa mostraram gue o teor de nitrogénio
naoc variou muito durante o enchimento do grao embora tenha
crescido de 0,32 a 7,39mg.gr50“} no periodo de 37 a 65 DAF.
Isolando e caracterizando as principais proteinas dos graos,
HILL & BREIDENBACH (1974a) mostraram gue sao poucas = as
proteinas em sementes de soja, prevalecendo as com coe-~
ficientes de sedimentacaoc de 2,25 , 7,55 e 11,85, sendo gue

as duas Ultimas atingem 70% do total de proteinas das semen



tes, Em outro trabalho HILL & BREIDENBACH {1974b) estudando
o acumulo das principais proteinas durante o desenvolvimento

de sementes de soja, mostraram gue a fracao proteica de coefi

ciente de sedimentagao de 2,25 predominou nos estigios ini-
ciais do desenvolvimento dos graos, decrescendo proporcional-
mente através da maturagdo. As fracoes 7,55 e 11,85 foram
sintetizadas mais tardiamente na maturacdo e em quantidades
bem maiores gue a fragao 2,25, concordando com © encontrado
por OCHIAI-YANAGI et al (1978). Estes autores estudando a
formagao dos componentes de proteina de reserva durante o de-
senvolvimento de sementes mostram que o maior aclimulo de ni-
trogénio ocorreu a partir de 40 DAF ate a maturidade, embora
percentualmente esse composto nao sofresse grandes variagdes
em todo o periodo de desenvolvimento do grao de soja. YAZDI-
SAMADI ¢t al (1977) analisando amino&cidos proteicos durante
0 desenvolvimento de grao de soja mostraram gue arginina, se-
rina, acido glutamico, glicina, valina, iscleucina e leucina
aumentaram no periodo, enquanto histidina, alanina e metioni-
na decresceram. Segundo OGREN & RINNE {(1973) hi3 necessidade
de se conhecer a sintese de aminodcidos durante o desenvolvi-
mento de cotilédones para melhor entendimento da sintese pro-
teica em sementes de soja pois pouco se sabe a resveito.

Ao contrario do que ocorre com proteina, muito se
tem estudado sobre a biossintese de Oleo em soja. SIMMONS &
QUACKENBUSH (1954) observaram que aproximadamente aos 40 DAF,
a porcentagem de Oleo em sementes alcangou valor de 20% com
&dcido oleico, linoleico, linolénico e os Acidos graxos satura

dos alcancando, porcentualmente, um valor constante. A 24 DAF,



acido linolénico tinha valor de 23% que declinou a 6,23 acs
62 DAF. A porcentagem de &cido lincleico a 24 DAF tinha va-
lor de 39,0% e aumentou a 54,9% aos 62 DAF. Acido oleico de-

cresceu de 20,8 aos 40 DAF a 16,5% a 62 DAF. Os teores por-

centuais para acidos graxos saturados eram 12,5% a 24 DAF @
18,1% a 62 DAF. RUBEL (1970), citado por OGREN & RINNE (1973),
observou gue o teor de Oleo e também a composigdo porcentual
em acidos graxos alcangou o midximo valor quando os graos de
soja atingiram um tergo da matéria seca acumulada até a matu-
ragao., ROEHM & PRIVETT (1970) relataram gue as maiores alte-
ragoes na composigdo em dcidos graxos dos triglicerideos ocoxr
reram durante os primeiros 52 DAF. Durante o periodo de de-
senvolvimento, acido palmitico decresceu de 13,9 a 10,6%, 5Ci
do estearico permaneceu constante com teor em torno de 3,8%,
acido oleico aumentou de 11,4 a 25,5%, acido linoleico aumen-
tou de 37,7 a 52,4% e acido linolénico decresceu de 34,2 a
7,6%. Embora ocorram alteragfes no teor dos varios adcidos
graxos através do periodo de desenvolvimento, em quantidade
absoluta todos os acidos graxos aumentaram nas sementes madu-
ras (SIMMONS & QUACKENBUSH, 1954, ROEHM & PRIVETT, 1970, RUBEL
et al, 1972). Em trabalho recente SILVA et al (1981) mostra-
ram gque para o cultivar Santa Rosa houve maior actmulo de ma-
téria graxa durante o periodo de 51 a 65 DAF, 4,3 a 15,6mg de
6leo na matéria seca de um grao. Verificaram, também, a in-
fluéncia de temperatura e precipitagac pluviométrica sobre a
taxa de aclmulo desse composto nos graos, & semelhanga de
TEIXEIRA et al (1982), HIRAYAMA & HUJII (1965) encontraram

que o periodo de maior producao de Sleo foi de 20 a 40 DAF em
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soja. NOWELL & CARTTER (1953, 1958) verificaram que as varia-
¢oes climiticas exercem maior infludncia sobre o acdmulo de

b6lec em determinados periodos do desenvolvimento dos graos do

que em outros. km nossas condicoes o mesmo foi verificado por
FARACO et al (1982) para soja 'Santa Rosa'. Essa infludncia
esta relacionada principalmente com a sintese, taxa de aclimu-
lo, de O6leoc nos graos desde que o0 teor verificado na matura-
¢do dos graos ndo difere para um mesmo cultivar em diferentes
anos agricolas. HOWELL & CARTTER (1958) revelaram que os
graos de soja colhidos no veriodo de 4 a 6 semanas antes da
maturacao apresentaram alto quociente respiratdério - taxa de
CO, perdido para O, assimilado -~ e alta assimilacdo de oxigé-
nio, coincidindo com a maxima intensidade de sintese de dleo.
Isso pode indicar a conversao de aclcares a compostos que pos
suerm menos atomos de oxigénio por Atomc de carbono, ou seja
Oleos.

0 caminho biossintético de acidos graxos vai de
acido oleico a linoleico (DUTTON & MOUNTS, 1966}, enqguanto os
dcidos graxos palmitico e estelrico através de sistema enzi-
matico de desaturase originam os Acidos graxos insaturados
correspondentes (INKPEN & QUACKENBUSH, 1969, RUBEL et gl 1972
e RINNE, 1969).

Para soja cultivar Santa Rosa, FARACO e+# gl (1982)
apds trés anos agricolas de observagdo mostraram que durante
o desenvolvimento dos graos a composicao de Oleo variou, ten-
do os acidos graxos palmitico, estedrico, oleico e linoléni-
co diminuido e o acido linoleico aumentadc, mostrando correla

cdo positiva e significativa com o acimulo de dleo. Esses au
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tores mostraram correlacac negativa entre o aclimulc de &leo e
o teor de acidos graxos saturados, evidenciando a sintese de

acidos graxos insaturados a partir dos componentes saturados.

Durante o desenvolvimento de graos de socja grande
quantidade de amido & acumulada, alcangando o valor maximo no
estdgio de graos verdes, Desse estidgio até a maturagcdo com-

pleta o amido praticamente desaparece e ha aumento correspon-

dente de oligossacarideos e outros polissacarideos (BILS &
HOWELL, 1963; RACKIS, 1979). Porém, segundo BOONVISUT &
WAITAKER (1976} sementes maduras de scja podem conter até

0,5% de amido.

YAZDI-SAMADT et ol (1977) mostraram que a porcen-
tagem de carboidratos nas sementes de cultivares de soja re-
presentan 13-15% da matéria seca das sementes aos 25 DAF.
Esse teor decresceu ligeiramente durante o desenvolvimento
das sementes e em seguida aumentou atingindo aproximadamente
o valor original na maturagao. SILVA et al (1981l) estudando
a variacao de componentes gquimicos durante o desenvolvimento
de graos de soja cv Santa Rosa, mostraram que os polissacari-
deos acumularam-se nas sementes principalmente no perliodo de
37 a 65 DAF atingindo 19,95 mg/grao e os aglcares totais acu-
mularam de 37 a72 DAF alcancando 2,16 mg/grac. Os agucares
determinados nesse trabalho de SILVA et al (1981) sao os car-
boidratos solliveis existentes nos graos representados por fru
tose, glicose, sacarose, rafinose e estagquiose conforme
HYMOWITZ et al (1972a, 1972b) e YAZDI-SAMADI et al (1977}. Os
polissacarideos totails sao constituidos principalmente de ara

binogalactanas e polissacaridecs acidicos de acordo com estu-



dos de ASPINAL et gl (1967).
Em relagao & composigado da semente de soja apds
a maturagao muitas sido as informagoes na literatura, RUBEL

et al(l972) mostraram que normalmente as semertes maduras de

soja contém aproximadamente 40% de proteina, 20% de dleo, 17%
de celulose e hemicelulose, 7% de aclicares, 5% de fibra bruta
e cerca de 6% de cinza em peso seco. Porcentualmente os car-
boidratos soliveis encontrados em sementes de soja sao cons-~
tituidos de sacarose, 5,96%, rafinose, 0,75% e estaguiose,
2,65%, com diferengas entre cultivares e qrupos de maturacgao
(HYMOWITZ et qi, 1972a). Verbascose também tem sido identifi
cada em pequena guantidade, enguanto glicose e outros aglca
res redutores presentes nos graos imaturos em quantidade subs
tancial, desaparecem na maturacio e a ocorréncia de glicose
em graos maduros & guestionavel (SMITH & CIRCLE, 1980).

Nos graos maduros de soja 25 a 30% da matéria
seca & constitulda por cinza, fibra bruta e celulose (YAZDI-
SAMADI et al, 1977), dos quais 4,5 a 5,5% corresponde a c¢in-
zas, geralmente composta de 1,83% de potdssio, 0,78% de fésfo
ro, 0,31% de magnésio e 0,24% de sbdio, calcio e enxofre, ca-
da um (SMITH & CIRCLE, 1980). Para cv Santa Rosa a fracao
mineral dos graos & constituida por 0,58% de fosforo, 2,15%
de potassio, 0,41% de cidlcio, 0,29% de magnésio e 0,21% de en
xofre (BATAGLIA et gl, 1976).

SHITH & CIRCLE (1980) discute a utilizagdo de fa
tor de conversao de nitrogénio para teor de protelina, que pa-
ra soja nao foi ainda devidameﬁte determinado e que por con-

vengao tem sido utilizado 6,25. Esses autores revelam gque o
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grac de soja contém peguena quantidade de peptidecs e amino-
Acidos nao proteicos com dimensoes moleculares variaveis que

ocorrem como residucs de sintese incompleta de proteina ou

possivelmente resultantes da degradagao de proteinas. 0O ex-
trato livre de proteinas de graocs maduros de soja contém ade-
nina, arginina, colina, glicina, betaina, trigonelina, guana-
dina e provavelmente canavanina, além de glutationa, aminas
guartenarias, todos estes compostos constituem o nitrogénio
nao proteico de sementes de soja. Esses autores encontraram
valores de nitrogénio naoc proteico variando de 7,8 a 2,88% em
peso de graos moidos e desengordurados.

KRIVORUCHCO et al (1979) mostraram que variedades
precoces de saja sao mais ricas em O0leo que as tardias, sendo
estas mais rieas em proteinas. KROBER & CARTTER (1962) mos-
traram que a elevagao do teor de proteilna por efeito de culti
var ocasionou decréscimo de 30% em ag¢lcares, 6leo, holocelulo
se e pentosanas do grao. Lbstudo das relagoes entre constituin
tes gquimicos de graos de soja tem mostrado que agucar total
estd correlacionado positivamente com teor de &leo e negativa
mente com proteina, enguanto individualmente os teores de sa-
carose e rafingse estao correlacionados positivamente com O

teor de O0leo @ o de estaquiose com 0s teores de proteina

{HYMOWITZ et al, 1972a).

1.3 INFLUENCIA DO AMBIENTE OU DE EVENTOS FISIOLOGICOS
SOBRE A COMPOSIGAO DE GRAOS DE SOJA

A composicao quimica de sementes de soja pode ser

influenciada tanto por fatores genéticos como ambientais. Mui
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tos trabalhos tém mostrado variagbes nos teores de Sleo, Dro-
teina, acidos graxos e carboidratos de sementes de soja em

fungao de localidades, cultivares, adubacac guimica, anos

agricolas, tipos de solos e praticas culturais (COLLINS & HOWELL,
1957; COLLINS & SEDGWICK, 1959; MAINI & BAINS, 1965; TEIXEIRA
et al, 197%a, 1979b).

HILL et al (1979) mostraram que o mais importante
fator influenciando a produgao de soja de uma localidade para
outra, ou de um ano para outro, & a dispenibilidade de agua
no solo, dal a necessidade de praticas racionais de manejo de
agua.

O estudo de correlagao entre o teor de 8lec e tem
peraturas maxima e minima durante o desenvolvimento do grao
de soja até a maturagdo permitiu a HOWELL & CARTTER (1953) ve
rificarem que nos periodos de 20 a 30 e 30 a 40 dias antes
da maturagao hj maior influéncia da temperatura sobre o teor
de Oleo do gue o exercido em outros periodos. SILVA et al
(1981) estudando © cultivar Santa Rosa verificou a influéncia
de temperatura e precipitacac pluviométrica sobre o acunulo
de Slec nos grdos. FARACO e 2l (1982) verificaram que no pe
riodo de 20 a 40 dias antes da maturagao, temperaturas mais
elevadas e menor precipitacdo pluviométrica afetam positiva-
mente a taxa de acumulo de &leo, porém isto nao implicou em
teor final mais elevado nas sementes do cultivar Santa Rosa.
Entretanto, HOWELL & CARTTER (1958) obtiveram graos de soja
com 23,0 , 20,8 e 19,5% de oleo quando desenvolvidos em ca-
sa de vegetacao a temperaturas de 29, 25 e 21°C, respectiva

mente, durante o periodo de enchimento de vagens. Segundo
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OGREN & RINNE (1973) a temperatura afeta principalmente a fra
cao triglicerideos e s6 ligeiramente afeta os outros lipideos,

estando temperaturas mais elevadas relacionadas com maior teor

de Oleo e proteina, menor grau de poli-insaturacao e menores
quantidades de acidos linoleico e linolénico (SMITH & CIRCLE,
1972; CHAPMAN ¢t gi, 1976).

COLLINS & CARTTER {1956} estudando a variabilida-
de na composigdo quimica de sementes provenientes de vagens
de diferentes partes da planta de soja, embora ressaltando os
fatores internos de desenvolvimento, concordam que as diferen
¢as na sintese de Oleoc podem ser devidas 3s condigdes ambien-
tais gue ocorrem ao tempo que o 0leo estava sendo metaboliza-
do nas sementes em diferentes partes da planta. Resultados
semelhantes foram encontrados por RUBEL et al (1972) e TEIXETI
RA et al (1982), tendo estes Gltimas encontrado diferenca qua
litativa na composigao do Oleo, porém nd3oc quantitativa em re-
lagcao ao teor total desse composto, atribuindo-se as varia-
¢oes encontradas, em parte, 3s condicdes climdticas. HOWELL
& COLLINS (1957) mostraram gue os teores dos acidos linoleico
e linolénico variam com localidades e variedades, e que oS
teores dos dois acidos graxos eram forte e inversamente corre
lacionados com temperatura. RINNE (1969), mostrou gue a sin-
tese de acidos graxos insaturados & dependente da temperatura
do meio, tendo temperatura menores favorecido o aumento da
concentragao dos dcidos poli-insaturados no 6leo de gr3os de
soja, estes tem concentrac¢ao mais elevada quando provenientes,

também, de plantas crescidas em terra irrigada {(CHU & SHELDON,

1979) .
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HOWELL & CARTTER (1958} revelaram que soja colhi
da no periodo de 4 a 6 semanas antes da maturagao apresentam

alto guociente respiratdrio e alta assimilagdo de oxigénio,

coincidindo com a maxima intensidade de sintese de dleo. TIs-
so pode indicar a conversao de acglicares a compostos que pos-
suem menos atomos de carbono, por exemplo, dleos. A alta as-
similagao de oxigénio indica alta taxa de respirag3o. No pe-
riodo citado hd correlagdo do teor de Bleo e temperatura, indi
cando que o egfeito primario da temperatura & no estabelecimen
to do sistema metabdlico para conversio de aclicares a @leo,
principalmente nas taxas de reactes especificas. A taxa de
translocagao & um importante fator afetando o peso final indi
vidual da semente e assim a produgdao. WENT (1956) mostroy que
a translocagao em plantas intactas de tomate esti invergamen
te relacionada a temperaturas acima de 20°9C. Assim altas tem
peraturas nag sdo provavelmente t3o rfavoriveis como baixas
temperaturas para translocagao de materiais &s sementes. Por
tanto, alguma perda de peso da semente pode ser esperada a
partir do aumento da conversao de aclGcares a Oleo e do aumen-
to de respiragac a altas temperaturas favoradveis ao conteiido
mais elevado de 0leo. GEIGER & SOVONICK (1970) mostraram gue
pelo menos em beterraba, a taxa de translocagdo embora possa
ser diminuildg temporariamente por baixas temperaturas, & recu
perada prontamente ao cessar essa condicdao desfavoravel.

A translocagao, distribuigdo de assimilados,é& de
pendente portanto da atividade Zotossintética das plantas e a
demanda dos drgaos em desenvelvimento (EVANS, 1975) e influen

ciada pelascondic¢oes ambientes (WENT, 1956; EVANS, 1975),.
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As condigoes do meio que diferenciam localida-
des, sao importantes fatores afetando o teor de carboidratos

totais, assim como individualmente dos aglicares sacarose, es-

taquiose e rafinose (HYMOWITZ 2t al, 1972). KROBER & GIBBONS
(1962) mostraram gue as condi¢oes desfavoraveis do clima, mui
to frio e Umido ou muito quente e seco, estdo associados a al
to tecr de nitrogénio nao proteico em sementes. KRIVORUCHCO
¢t al (1979) mostraram que © teor de lipideos & mais alto em
variedades precoces, tendo as variedades tardias mostrado sig
nificativamente teores menores e baixa atividade do inibidor
de tripsina.

A variagao do teor de proteina que & resultante
pelo menos dos fatores solo, condigcdes ambientes e variedade
(SMITH & CIRCLE, 1980) pode ser detectada em fungdo de anos
agricolas, lacalidades, cultivares e formas de adubacao (TAN-
GO et al, 1974a, 1974k, 1974¢, 19744) ou de localidades e
anos consecutivos de plantio (TETXEIRA et al, 1979), embora
esses autores nao encontrassem influéncia de adubacio sobre o

actmulo de proteina nos grdos de soja 'Santa Rosa'.

1.4 PROTEINAS DE RESERVA EM GRAOS DE SOJA

As sementes, de maneira geral, apresentam-se cons

titulidas por varios tipos de proteinas, como albuminas, globu

linas, glutelinas e prolaminas. Esses trds 1ltimos tipos
g P L

constituem-sae em proteinas de reserva de sementes, sendo 0s
produtos de sua degradagao - aminodcidos - utilizados pa-

ra a sintese de proteina pela plantula em desenvolvimento
(DERBYSHIRE et al, 1976). As proteinas de reserva perfazem

um total de 80% das protelnas existentes em sementes de fei-
jao (BARKER et al, 1976).
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0 momento da deposicao das proteinas de reserva
nos corpos proteicos, em sementes de cereais ou leguminosas,

varia, sugerindo a existéncia de um mecanismo de controle, o

gqual estaria ligado aos mRNA especificos para cada tipo de
fragao proteica (CROCOMO, 1977, 1979).

A composigdo em aminodcidos de proteinas de reser
va também varia com as diferentes espécies vegetais (SGARBIERI,
1980), igualmente ha varia¢ao na intensidade de sintese des-
sas proteinas. Assim, os cereais normalmente possuem mais
glutelinas e prolaminas, e as leguminosas contém principalmen
te albuminas e globulinas (GRAHAM & GUNNING, 1970; HILL &
BREIDENBACH, 1974a; DERBYSHIRE e+ ¢, 1976; ARRUDA, 1979), As
globulinas de sementes de leguminosas sao importante fonte de

proteina para alimentacao (STOCKMAN et aql, 1976).

1.4,1 Tirpos E ACUMULO DURANTE O DESENVOLVIMENTO
DOS GRAOS

Trabalhos realizados por Osborne na década de
1890 a 1900, mostraram que em sementes de leguminosas predomi
nam globulinas solliveis em solugSes salinas. Esse pesguisa-
dor juntamente com Campbell em 1898, separaram as duas princi
pais fragoes proteicas de PZsum sativum, legumina e vicilina,
mostrando que a primeira € menos sollvel que vicilina em solu
¢oes salinas e gue vicilina é coagulavel a 95°C, enquanto le-
gumina nao & (DERBYSHIRE e¢ al, 1976).

Osborne demonstrou posteriormente que fragoes si-

milares podiam ser extraidas de outras sementes de legumino-



.20,

sas, como em Paaseolus vulgaris, Glycine mam porém com compo-
sigao quimica ndo idéntica. As proteinas de reserva siao de

poucas espécies mas constituem alta proporgio da proteina to-

tal da semente madura de soja (HILL & BREIDENBACH, 1974b).
Das trés prinecipais fragoes proteicas existentes em sementes
maduras de soja, com coeficiente de sedimentagéo 2,2 8, 7,558
e 11,8 S, estas duas Qltimas representam 70% do total das pro
teinas da semente (HILL & BREIDENBACH, 1974a).

Através de estudo de géneros de onze tribos de le
guminosas, encontrou-se que proteinas imunologicamente rela-
cionadas a vicilina e legumina sac de ocorréncia generalizada
em Fabaceae (Vicieae) e Trifolieae , e que as proteinas simi-
lares a legumina sao mais comuns do que as de vicilina nessas
tribos investigadas (DERBYSHIRE ¢+ o, 1976).

Em soja as quantidades das proteinas 11S e 78 va-
riam durante o desenvolvimento do grao, sendo 78 sintetizada
antes da 118 (DERBYSHIRE et al, 1976). Em Vicia faba (L.) a
vicilina & formada antes da legumina, embora a taxa de sinte-
se desta seja mais rapida, o gue provoca no grio maduro a ra-
zac legumina:vicilina de 4:1 por peso (WRIGHT & BOULTER, 1972).

Em feijao a maior proteina de reserva, 7 S, repre
senta 60% da protelna total da semente e & composta de duas
subunidades com peso molecular de 50.000 e 47.000, na razao
de 2-3:1. Essa proteina & soluvel a pH 4,7 e crioprecipitada
a 0-4°C, também & denominada de glicoproteina II (BARKER et
al, 1976). Esses autores mostraram também gue em FPisum
sativum a vicilina, proteina sollivel a pH 4,7, & crioprecipi

tada de extrato agquoso, enguanto a crioprecipitada a partir
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de extratc aguoso de soja & composto principalmente de 118
ou seja protaeina tipo legumina. AS leguminas sao precipita-

.. das em pH_4,7 (WRIGHT & BOULTER, 1972), tendo peso molecular

na regiao de 300.000 - 400.000 e em séja recebem © TIOME de
glicinina comp relatado por DERBYSHIRE et al (1976) . A nivel
celular as lagumina e vicilina estio claramente localizadas
em corpos de proteina. Algumés leguminosas comegam a acumu-
lar albuminas antes de suas globulinas. Essas albuminas tam—
bém podem ser armazenadas em corpos de proteina cspecializados
(GRAHAM & GUNNING, 1970). gstudando a formagao de proteinas
de reserva em gementes de soja CCHIAI-YANAGI et al (1978) con-
cluiram gque os componentes 7¢ e 118 que aparecem nos esta-
gios iniciais do desenvolvimento ndo sac as mesmas globulinas
78 e 118 verificadas no estagio maduroc. fssas diferengas
eram vistas nas subunidades due as compunhamn ¢ € suas pro-
priedades imunéiéqicas.

THANH & SHIBASAKI (1976) propoem que todas as
proteinas de soja sejanm chamadas de glicinina, individuali-
zando-as pela informagao do coeficiente de sedimentagao, 25
¢licinina, 78 glicinina, 11S glicinina, etc. NO caso da 7S
gue & composta por frés a cinco componentes, ecsas seriam de
nominadas 78a - glicinina, 788 - glicinina {THEANH & SHIRASAKI,
1976), designando os tipos dimeros Ou nao, respectivamente.
Estes dois tipes de globulina 7¢ tem sido igentificados, +am-
bam, como & e ¥ - conglicininas (OCHIAI-YANAGL et al. 1978).
Fsta Tltima forma de designar as proteinas de soja origina-se
de nomenclatura baseada em imunoeletroforese € desenvolvida

por CATSIMPOOLAS (1969) . Assim, glicinina seria equivalente
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ac mailor componente (11S) das globulinas de soja, porém dis-
tintc do termg glicinina proposto por Osborne e Campbell em

1898 e gue representa uma mistura heterogénea de proteinas.

Engquanto,e - conglicinina equivaleryia a fracao globulina 28,
o - conglicinina, um dos componentes da fracao 7S e B - con-
glicinina, o maior componente da fracdo proteica bruta 7S.

Até o presente nd3o hi sistema de nomenclatura com
aceitagao geral para proteinas de soja (WOLF, 1980}, porém a
gue maior aceitagao apresentcu foi a proposta por NAISMITH
(1955), baseada no critério de coeficientes de sedimentacao.
Embora, HILL & BREIDENBACH (1974b) julguem que o critério de
sedimentagao isoladamente ndo & suficiente para caracterizar
completamente essas proteinas.

As propriedades de sedimentagao de proteinas de
soja, entretanto, dependem das condigles de composicao do tam
prao, pH e outrps fatores (WOLF, 1980}. Por exemplo, a porg¢ao
da fragao 7S gbservada a pH 7,6 e 0,5 de forga idnica, dimeri
za a 0,1 de forga idnica para formar O componente 9s
(DERBYSHIRE et al, 1976; WOLF, 1980).

A fragao 7s das proteinas extraiveis com dgua con
tém alantoinase, §- amilase, hemaglutinina, livoxigenase e pe
10 menos duas globulinas 78 (WOLF, 1980). Segundo esse mesmo
autor a fragao 11S, contém somente uma proteina iscolada e ex-
traida em agua, A globulina 118 pode assim ser considerada a
maior proteina de sementes de soja, tem peso molecular apréxé
mado de 350.0G60, o que & tipico das principais globulinas de
outras sementes de leguminosas (WOLF, 1980).

A fragao 155 & um polimero de dlicinina (CATSIMPOOLAS,

1969}, considerando nesta terminologia gue a proteina 118 se-
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ria um dimero de glicinina. Porém, nio had informacoes sobre
o isolamentoc e caracterizacgao daquela fracao para estabelecer

identidade quimica com 115 (WOLF, 1980) .

As proteinas extralvels com dgua frequentemente
contem uma peguena quantidade de material gue sedimenta acima
da fragéo 155, possuindc peso molecular de aproximadamente um
milhdao (WOLF, 1980). pesde gue a urease de soija tem valor de
185 a pH 7 (TANIS & NAYLOR, 1968) & um dos componentes dessa
fragao, alédm de acido nucleico e nicleo proteinas que também
podem estar presentes (WOLF, 1980}).

Durante o desenvolvimento dos graos de soja o aca
mulo de protelnas tem sido objeto de estudo de alguns autores,
porém com dados nae concordantes, principalmente devido as di
ferencas nas condigoes e técnicas de extracgdo e fracionamento
das proteinas. Assim, HILL & BREIDENBACH (1974b) encontraramn
nos estagios iniciais de desenvolvimento dos graos de soja a

fracdo sedimeptada a 2,2 8 como a principal proteina, apresen

tando entre outras atividade enzimatica, decrescendo até a
maturagio. Ndo se verificou diferenga em tempo do inicio de
sintese e acumulo entre as proteinas sedimentadas a 7,5 S e

11,8 S, preseptes desde 12 DAF, porém ocorreram diferencas en
tre os componentes da fragao 7,5 S. Por outro lado, OCHIAI-
VANAGI ef al({1978) verificaram que graos de soja aumentaram

rapidamente matéria seca e nitrogénio a partir de 40 DAF. Ten
do aos 33 DAF sido identificadas as fragoes 3,3 5, 7,0 8 e
12,2 S e apds 40 DAF, 6,5 - 7,58 e 1l - 12 5. Porémn, nao
se detectou imunoprecipitagao éom anti~11l S globulina, senac

apds 50 DAF, aumentando rapldamente a partir de entao. OCHIAI-
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YANAGI et gl (1978) verificaram, através de teste de especifi
cidade de antigenos, que os componentes 75 e 128 que aparecem

aocs 33 DAF eram diferentes daquelas fragbes 7 S e 11 S de glo

bulinas de sementes maduras e que a quantidade relativa de
2~-4 8 gradualmente decresceu com a maturagac e © componente
15 S 0 foi verificado apds 50 DAF.

A dindmica do aclGmulo de proteina total em graos
de soja tem sido estudada por varios autores. RUBEL et al
(1972) mostraram que gquando os graos de soja alcangavam o ma-
ximo peso fresco, somente 61% da proteina encontrada em graos
maduros estava sintetizada. Tendo por base o peso seco, a por
centagem de proteina bruta sd auvmenta ligeiramente do estdgio
verde para © maduro (BATES et al, 1877; SILVA 2t al, 1981}, en
contrando-se pos estagios iniciais de desenvolvimento de grao,
alto teor de pitrogénio nao proteico, 30%, valor esse gue di-
minui constantemente até a maturacgac completa, 3% (KROBER &
GIBBONS, 1962}, Para soja 'Santa Rosa', SILVA et al(198l) en-
contraram que o aclimulo de nitrogénio total deu-se principal-
mente entre 37 a 65 DAF, quando a maturagéo foi atingida aos
82 DAF. A quantidade de nitrogénio total nos graos, entretan-
to aumentou ligeiramente de 8,10 para 8,86% na matéria  seca
desengordurada, no periodo de desenvolvimento dos graos.

Como resultado das diferentes épocas de acumulo
de proteina nos graos de soja ou de fragSes dessa protelna,
tem-se variagao na composigao em aminodcidos durante o desen-
volvimento do grao. YAZDI~SAMADI et al(1977) verificaram es-
se fato, mostrando que embora dependesse do genbtipo da plan

ta, os aminodcidos arginina, serina, acido glutamico, valina,
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glicina, isoleucina e leucina e 3s vezes lisina e fenilala
nina, aumentam linearmente com a maturagéo, enguanta os ami-

nodcidos histidina, alanina, metionina e As vezes acido aspar

tico, devresven nesye pericdo.
Quanto ao contetdo em amincdcidos de fragdes pro-
teicas de sementes de leguminosas, tem sido revelado que vici

lina, 78, normalmente apresenta menores teores de metionina,

triptofanc e treonina guando comparada com legumina, 11 5
{DERBYSHIRE et al, 1976; WOLF, 1980). Especificamente para
soja, DERBYSHIRE et al{1976) mostraram que a fragao 7 S e

mais rica em lisina e apresenta menores teores de glicina,cig
tina, metionipa e triptofano, sempre em comparagao com a fra
cao 11 S. SMITH & CICLE (1980), també&m para graos de soja,
mostraram que a proteina precipitaﬁa em meio acido, pH 4,4,
apresenta baixos teores dos aminodcidos essenciais, lisina,
triptofano, treonina, metionina e cistina, engquanto na protei
na solavel verificou-se gue apresentava teores aproximadamen-
te 20% mais elevados para histidina, lisina, tirosina, treoc-
nina, cistina e metionina quando comparada com agquela primei-

ra fracao proteica.

L, 4.2 EXTRAGAC E FRACIONAMENTO DAS PROTETNAS

Caomo relatado no item anterior, 1.4.1, as vrotei
nas de sementes de leguminosas sao praticamente de duas espé-
cies, albumipas e globulinas, prevalecendo estas ultimas.
Porisso, os solventes mais eficientes para extragao das mes-
mas sao agua, agua e alcali (pH 7-9), solugdes aquosas de

NaCl, 0,5 a 2M (FUKUSHIMA, 196%9a e 196%b; WOLF, 19%80), tam-
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pao de fosfato pH 7,6, ao gual se adiciona NaCl, 0,4 a 0,5M
{(WOLF & BRIGGS, 1956, BILL & BREIDENBACH, 1974a e 1974b,

OCHIAI-YANAGI ¢t gl 1978) e mercaptoetancl 0,01lM (NASH & WOLF,

1967, HILL & BREIDENBACH, 1974a e 1974b, OCHIAI-YANAGTI et al,
1978) ou ascorbato, 0,25M (STOCKMAN et g7 1976). Tampao de
Tris-HC1 0,03M, pH 8, também tem sido utilizado para extra-
¢dao de protelnas de sementes de leguminosas (THANH & SHIBASAKI,
1976} . Para soja, NASH & WOLF (1967), conseguiram elevar em
até 20% a extracao de proteinas pela adigao de 0,01M de mer-
captoetanol a tampao de fosfato, pH 7,6, 0,4M de NaCl. A con
centragao de NaCl no tampao afeta principalmente a solubilida
de das fracoes 11S e 15S de globulinas de sementes de soja,
indicando-se a concentragac entre 0,25 e 1M para utilizagao
(WOLF & BRIGGS, 1956).

A solubilidade de proteinas em solugac tampaa de
fosfato de sddio, pH 7,6, & bastante variavel (31-87%) confor

me a especie leguminosa, sendo mais elevada para soja, feijao

(Phaseolus vulgaris), enguanto para espécies de Vigna e de
guandu (Cajanus cajan) apresentam scolubilidade mais haixa
(SGARBIERI, 1980). Quando as proteinas sao de graos de soja

em inicio de desenvolvimento hd menor eficiéncia de extracgao
(80%) em contraste com graos mais desenvolvidos (90%), o que
& reflexo da alta quantidade de prqteina organelar nao extraé
vel em células jovens (HILL & BREIDENBACH, 1974b).
Normalmente a extragao & realizada em temperatura
ambiente (WOLF & BRIGGS, 1956, PUKUSHIMA, 1969, THANH & SHIBA
SAKI, 1976, WOLF, 1980), porém algyns autores usam tampac com

temperaturas mais baixas (4°C) quando estudando proteina de so
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ja (HILL E BREIDENBACH, 1974a e 1974b; OCHIAI-YANAGI et al,
1978) ou feijao (STOCKMAN e+ o7, 1976). Porém, a crioprecipi

tagao de algumas globulinas impede a utilizacac de tampdo a

baixa temperatura e MUItos casos (DERBYSHIRE 21 &7, 1976) .

Quanto ao pH do solvente para extragéo a recomen
dagao basica & que esteja entre 6,5 a 9,0 (WOLF, 1980), lem-
brando-se que entre pH 3 e 5 estdo os pontos isoeldétricos das
principais protelinas de leguminosas.

Para sementes de soja, embora seu teor relativa
mente alto de lipideos, 18-22% (TEIXEIRA et al, 1979, 1980),
nao ha unanimidade na utilizacdo de farinha desengordurada ,
alguns indicam (WOLF & BRIGGS, 1956; WOLF & SLY, 1967; FUKU-
SHIMA, 1969; THANH & SHIBASAKI, 1976), outros nao (HILL &
BREIDENBACH, 1974a, 1974b:; DERBYSHIRE et al, 1976; OCHIAI-YA
NAGI et¢ al, 1978). Porém, praticamente todos utilizam a ra-
zao farinha-splvente de 1:10 inicialmente e 1:5 na sequencia
da extracgao.

Para fracionamento dessas proteinas ha grande di
versidade de técnicas, todas, entretanto, apresentam caracte-
risticas que n3o permitem separacac tdo satisfatdria como a
que ocorre np caso de utilizar fraciconamentoc com solventes
{(ARRUDA, 1979) em proteinas de cereais.

A utilizagao de Ions metdlicos, particularmente
calcio e magndsio, a crioprecipitagao, precivitag¢ao com sulfa
to de amdnio, extragao fracionada anroveitando o efeito do nH
e a precipitagao isoelétrica, sdo algumas delas.

A minima solubilidade a aproximadamente pH 4,2
corresponde 4 pontc isoelétrico das principais protelnas, des

de que extratos proteicos com pH ajustado para 4,0 - 4,2, tem
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precipitacao de cerca de 90% das proteinas extraidas, globuli
nas com coeficientes de sedimentagéo de 2, 7, 11 e 15 S, en-~

gquanto as protelnas menores, coeficiente de sedimentacao de

2 e 7 S, ficam na fase soluvel a pH 4,2 {WOL?, l980):mmguééiv
tir dessa propriedade, tem sido utilizado o nétodo da precipi
tagao isoelétrica para purificar legumina {proteina 11 8) se-
parando-a de vicilina (proteina 7 S) que fica em solugao guan
do o pH estd na regiao de 4,7 (DERBYSHIRE et al, 1976). Em
soja, apesar da proximidade do ponto isoelétrico das prateli-
nas 7 S e 11 $, & possivel separd-las atravéds do uso da forga
idnica adeguada, u = 0,5, principalmente dializando o extrato,
antes de precipita-las, para remocdo de fitato que & o maior
contaminante das proteinas separadas por precipitacao isocelé-
trica (DERBYSHIRE ¢t al, 1976). Porém, & dificil através de
técnica de igplamento de proteinas baseada em solubilidade
conseguir preparacgoes homogéneas (STOCKMAN et al, 1976).

Utilizando o artificio da precipitagdo isocelétri
ca, FUKUSHIMA (1969) encontrou para graos de soja desengordu-
rados que 77,5% da proteina extralda precipitava-se a pH 4,5
enquanto 8,75% permanecia soliivel e 5% do total extraide era
constituido de complexo de fitato-proteina e 8,75% de compos-
tos nao protalcos.

C fracionamento através de ponto iscelétrico tam
bém tem sido utilizado associando-se a baixas temperaturas,
2 a 5°C, para aproveitar a bropriedade de crioprecipitagace das
proteinas de soja. Dessa maneira, THANH & SHIBASAKI (1976) en
contraram a partir de graocs de soja desengordufados que 36% dasg

proteinas extraldas eram do tipo legumina ou seja 11 s, 44%

Qe
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vicilina ou 7 8, 6% eram formas polimerizadas e 14% soliiveis

a pH 4,8,

ELDRIDGE & WOLF {1967}, utilizando aproximadamen-

.té.pﬁ 4,gm;ncontraram gue guase 2§W$ 35% do total das protei-
nas de graos desengordurados de soja consistia do componente
11 §, com peso molecular de 350.000.

A filtragao em gel tem sido outra técnica utiliza
da, como por STOCKMAN et al (1976), de maneira auxiliar na
identificacao de protelnas de grdos de feijio, porém sua apli
cagac a protelnas de soja mostra que um dos componentes 7 S &
co~eluido com g 11 S, naoc se separando (DERBYSHIRE et al 1976).
De uso mais geperalizado & a ultracentrifuga (WOLF & BRIGGS,
1956; HILL & BREIDENBACH, 1974a e 1974b; THANH & SHIBASAKI,
1976; OCHIAI-YANAGI et al, 1978) que constitui poderosa ferra
menta, fornecendo informagoes sobre a pureza de preparacio e
tamanho molecular, porém o poder de resolucio da técnica & in
ferior ao da eletroforese {(HILL & BREIDENBACH, 1974a e 1974b;
STOCKMAN et al, 1976; OCHIAI-YANAGI et ql, 1978). Nesta ﬁlté
ma o pH do tampao eletroforético pode ser selecionado para mo
dificar a carga livre nas proteinas e pode-se utilizar 0,5M
de NaCl e 2-mercaptoetanol no sistema de gel para prevenir a
dissociagao ou agregagao de globulinas durante a eletroforese
(DERBYSHIRE et al, 1976). Uma variante dessa técnica o a imu
noeletroforese que pode ser usada para testar a pureza das
preparagoes (THANH & SHIBASAKI, 1976; OCHIAI-YANAGI et al,
1978} desde gue & excelente método para separacao de misturas
de legumina e vicilina (DERBYSHIRE ¢i «l, 1976). Estes auto-

res relatam que extratos de Vicia faba d3o bandas claramente
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distintas de vicilina e legumina assim como uma terceira pro-

teina de mobilidade elétrofordtica intermediiria. Porém, aler

tam que a posigdo dessas bandas & influenciada pela concentra

cao dos antigenos das proteinas, e quando ocorre uma s& banda
nem sempre € possivel saber qual a que representa.

DERBYSHIRE et al, {1976} concluem que as globuli-
nas de reserva sao proteinas complexas e a técnica para o iso
lamento, purificagao e caracterizagao somente agora esta sufi
cientemente conhecida para que possa obter resultados compara

veis entre varios laboratdrios.

1,5 FIXAGAO SIMBIGTICA DE NITROGENIO ATMOSFERICO

A gimbiose leguminosa - Fhizobium 2 a mais elabo-
rada e eficiente associacao entre plantas e bactérias, sendo
por essa razae a melhor estudada. Nao h& divida que a majoria
das leguminosas pode obter o nitrogénio gue necessita para
crescimento e produgao de graos da fixacao bioldgica em seus
ncdulos nas ralzes.

C nitrogenio do solo ou de fertilizantes compete
com a fixagao bioldgica, sendo usado preferencialmente pela
planta em detrimento do nitrogénio atmosférico. Cerca de. 12
milhoes de topneladas de soja sao produzidas anualmente no Bra
sil tendo como fonte de nitrogénio somente a fixacao simbiéti
ca, 0 Jgue representa uma economia de 5 milhoes de toneladas
de fertilizante nitrogenado mineral (DOBEREINER, 1978), este
com sintese quimica dependente de combustivel fdssil enquanto

O Rhizobiwum usa energia solar coletada pela planta através da

fotossintese.
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As leguminosas veéem desenvolvendo importante papel
na produgac agricola através da histéria. Seu sucesso em so-

los deficientes em nitrogénio resulta dos ndédulos radiculares,

que contém a hactéria simbidtica fAtzobium, capazes de redu-
zir Np a NH3 (PHILIPS, 1980) e responsaveis por 20% do nitro-
génio gue se gstima ser fixado biologicamente em nosso rlane-
ta (FRANCO, 1978).

A soja (Glycine max (L,) Merr.) & unma planta ca-
paz de fixar o nitrogénio atmosférico mediante simbiose com a
bactéria #atzoblum japonicum, o que coloca essa leguminosa nu
ma situagac de independéncia de adubagio para suprir as suas
necessidades em nitrogéenio (MASCARENHAS 2t al, 1978) sendo no
Brasil, a fixagao simbidtica ¢ principal meic de nutrigao ni-
trogenada da soja (LOPES, 1978). A grandeza da fixagdo de ni
trogénio atmosférico em plantas de soja & estimada em 40 a
206 kg N/ha (FRANCO, 1978} e 100 a 160 kg N/ha.ano (MASCARE-
NHAS €?¢ al, 1478; BEZDICEK ¢t al, 1978; RUSCHEL, 1979). Es-
tas quantidades de nitrogénio fixado simbioticamente fornecem
25 a 65% do nitrogenio total das plantas adultas de soja quan
do bem noduladas {(MASCARENHAS, 1978).

A fixagao de nitrogénio molecular do ar, ou seja
a sua redugac para preduzir amdnia e outras formas biologica-
mente Uteis de nitrogénio & um processo extremamente importan
te na bilosfera, Para a fixagao ocorrer hi necessidade de
agao conjunta da planta hospedeira e das bactérias presentes
nos nodulos das raizes.

Osg microorganismos.que infestam as ralzes das plan

tas leguminosas entram no parénguima cortical da raiz e ori-
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ginam um ndduleo, que & uma estrutura altamente organizada com
sacos membranosos contendo coldnias das bactérias. 0O nddulo

estd em conexdo direta com o sistema vascular da planta e con

tém gquantidade consideravel de hemoglobina, © que ndo & comum
no Reino Vegetal. A hemoglobina auxilia na fixacdc de N, in-
diretamente par disciplinar o transporte de oxigénio a baixa
pressac parcial para o nddulo, pcis o oxigénio livre & inibi-
dor da fixagao de nitrogénio (BERGEPSEN, 1971; RUSCHEL, 1979).
Segundo LEHNINGER (1976) a informagao genética para a sintese
de hemoglobina vem da planta, mas esta ni3c se forma na ausen-—
cia de bactérias.

Os nédulos, que sdo concregbes e expansoes de cé-
lulas das ralzes, s3o o centro de fixagao e distribuicgao do
nitrogénio fixado. Em soja, eles se apresentam em forma esfé
rica estando presentes na raiz principal ou distribuidos enm

todo o sistema radicular. A caracterizagéo da eficiencia do

Rat

AN

obium, quando associado a leguminosas, pode ser verifica-
do no campo pela coloragao interna do nodulo: os rosados pos-
suem hemoglobina, sendo ativos; os de coloragdo clara si3o in-
fectivos e 05 de coloragao escura sao deteriorados. A bacté-
ria dentro do nédule caracteriza-se por morfologia diferente
da conhecida em meio da cultura, sendo denominada bacterdide,
O Raizobiwn & uma bactéria gram-positiva, nao esporulante, com
a forma de bastonete de 0,5 a 0,9 por 1,2 a 3 , mdvel. Per-
tence a familia Riizobiaceae e na colocagdo dentro do género
é apoiada inteiramente na especificidade de formar nddulos

com determinadas espécies de leguminosas, havendo no entanto

determinados Riatzobia gue infectam mais de uma espécie, sendo
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denominados entao de Faizobium de inoculagao cruzada (RUSCHEL,
1979). A soja & considerada como integrante do grupo de ino-

culagao cruzada monoespecifica, requerendo F, Japonicum para

o estabelecimento de associacao fixadora de N, (LOPES, 1978j.

A especificidade entre bactéria e planta foi ca-
racterizada recentemente por uma proteina e um polissacarideo
presentes nos pelos radiculares e na superficie da bactéria,
respectivamente. Permitindo a hipdtese de que a proteina age
como um elemento de ligagdo entre ambos, acoplando-se a si~
tios especificos do polissacarideo e permitindo gue a bacté-
ria penetre nos pelos radiculares através de invaginacgao, dan
do origem ao canal de infeccao. Este canal, com a bactéria
em intensa proliferacao, penetra até o cdrtex ou o vericiclo,
quando eventualmente se rompe em células tetrapldides. Estas
se diferenciam em nddulos, cuja estrutura consiste em uma zo-
na central na gqual reside a bactérja (bacterdide) envolvida
por uma area cortical, encontrada no sistema vascular da plag
ta (EPSTEIN, 1975: RUSCHEL, 1979).

Os organismos fixadores de nitrogénio diferem de
seres similares pela presenga do complexo nitrogenase, enzima
composta de duas proteinas individualmente conhecidas como mo
libdenic-ferroproteina e ferroproteina. A primeira com peso
molecular de 220,000 a 250.000, sendo comnposta de quatro sub-
unidades. Possuil 24 atomos de ferro e dois de molibdénio. A
ferroproteina tem peso molecular de 55.000 a 67.000, com qua-
tro atomos de ferro e & constituida de duas subunidades (BURRIS
et al, 1978; EVANS et al, 1978). Pesguisas demohstraram

(SCHRAUZER, 1977) que ambas as proteinas fariam parte de uma
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reagac de Oxido redugao, agindo independentemente em reagoes

. = + +
acopladas, envolvendo a oxidagao de Mo 4 a Mo 6, para a redu-

gao de nitrogénio. Esse sistema enzimitico precisa ser supri

do com Mg-ATP e uma fonte redutora, normalmente ferredoxina
(BURRIS et al, 1978),

As interrelagoes das reagodes envolvidas no proces
so fixador de nitrogénioc em nddulos de leguminosas sac apre-
sentadas nas figuras 1 e 2, através de diagramas bastante elu
cidativos adaptados de EVANS gz ¢/(1978) e BERGERSEN (1971).

Para PHILIPS (1980}, a estequiometria possivel das
reagces envolvendo o sistema nitrogenase na fixagao simbibtica

de Np pode ser a que segue, considerando-se que a razio entre

I e IT fol cgalculada com umcoeficiente de alocagao de um eleé

tron de 0,75,

Mg2+
I Ny + 12ATP + 6 e + 8 H' ———> 2NHj + 12 ADP+12 Pi
pES
_ Mg
TT 4 ATP + 22 + 2H — o Hy, + 4 ADP+ 4 Pi
— Mg?T 2NHE + Ho+16ADP+16P1
IIT Ny + 16 ATP + 8 & + 10 wt 2, <N 2

A eficiéncia da fixagdo de nitrogénio em termos de energia si
tua-se entre 5,0 e 10,4g C/g N, segundo estimativa de PHILIPS
(1980) .

Uma técnica utilizada para estimar a efetividade
da fixagao & o emprego da redugao de acetileno pela nitrogena
se, portanto, avaliando-se a sua atividade. Através dessa
técnica pode-ge verificar que a atividade da nitrogenase de-
clina no nddulo durante o desenvolvimento da semente de saja,

assim como senescem as folhas nesta época {(HARPER, 1974; THI~
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BODEAU & JAWORSKI, 19753). A degradagao de proteinas das fo-
lhas para faormagac de sementes de soja & que acarretaria pre-

juizos a fotossintese e & fixacdo de nitrogénio. Para BULOW

(1¥78), a4 atividdde de nitrogenase por planta de soja aumenta
a partir do inicio do florescimento atingindo o maximo perto
do final do {lorescimento. Ao se iniciar o enchimento de
graos a atividade come¢a a declinar, devido principalmente ao
suprimento insuficiente de assimilados aos nddulos, durante
o periodo de desenvolvimento dos frutos. Resultados semelhan
tes foram obtidos por BATAGLIA & MASCARENHAS (1977) gque mos~
traram ser no periodo de florescimento a inicio de desenvolvg
mento dos graos, a maior velocidade de absorcgdo de nitrcgénio
por plantas de soja, chegando nesse intervalo a atingir apro-

L oaia™l,

ximadamente 3 kg N.ha

A associagao simbidtica entre leguminosas e
Rnizobium depende para sua efetividade de virios fatores in=-
ternos, como a fotossintese, estigio de desenvolvimento da
planta e externos como pH do solo, micronutrientes e outros.
A produgao de nitrogénio por leguminosas depende da iniciacgao
e desenvolvimento dos ndduleos. eficiéncia da fixacdon. da sim-
biose leguminosa - Rhizobium, e nutricao da leguminosa hospe-
deira (ANDREW, 1978) principalmente com relacao ao pH do so-
lo, cdlcio, aluminio, manganés e fdsforo.

Os fatores fisioldgicos envolvidos na inducao e
controle da atividade da nitrogenase do Rhtzobium sao reconhe
cidos atualmente como sendo a concentragao de O, dissolvido
no meio (0,08 - 0,4%) e fatores nutricionais que se simplifi-

cam em uma fonte de carbono, fonte de nitrogénio (exceto NO3)



.38.

€ 0S5 usuais compostos inorginicos.

PHILIPS (1980) relata que plantas de soja desen-

volvidas em ambiente com ar enrigquecido com C02 reduziram

427 kg Nz.hanl, atingindo 83,6% do nitrogénio total da cultu-
fa, enquanto plantas controle com niveis normais de CO5 do ar,
reduziram 76 kg I\Tz.ha_l ou seja 25,8% do nitrogénio total da
cultura. Esses dados revelan Ser a gquantidade de fotossinta-
to disponivel o principal fator limitante no controle da taxa
na qual a fixacao se processa (NEYRA, 1978) e para a redugdo
de nitrogénio atmosférico por plantas de soja em condicoes de
campo (PHILIPS, 1980). Cerca de 322 do fotossintato total &
translocado para os nddulos, onde 5% & utilizado para cresci-
mento dos nddulos, 12% na respiragaoc e 15% retornam para o
caule atraveés do xilema como compostos aminados gerados rela
fixacao de Ny (MINCEIN & PATE, 1973). 0Os fotossintatos trans
portados para os nddulos sio metabolizados rapidamente assim
provendo de poder redutor e ATP necessarios para a reducdo de
N, a NHz e também esqueletos de carbono necessarios para a
formagao de aminodcidos. A principal forma de carboidratos
que chega aos ndduleos & a sacarose, rapidamente convertida a
glicose e frutose por vigoresa invertase presente nas células
dos ndodulos. Assim, as hexoses parecem ser o principal subs-
trato para o0s bacterdides dentro das células dos nédulos
(NEYRA, 1978),

Quantidades grandes de fertilizantes nitrogenados
inibem a atividade da nitrogenase, mas um nivel moderado de
nitrogénio no solo tem pouco efeitp na fixacao de N, em scoja,

embora alguns autores julguen importante para crescimento ini
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cial da planta. A uréia e matéria organica sao menos prejudi
ciais a fixagdo do que fontes de nitrato e nitrogénio amonia-

cal (BlLow, 1978). DOBEREINER & ARRUDA {1967) demonstraram

que a adigao de pecuenas doses de nitrogeénic, nido havendo 1i-
mitagao devido ao teor de calcio, pcde aumentar a nodulagao.
Mas a aplicagéo de nitrogénic mineral provoca menor participa
¢ao do fixado simbioticamente no nitrogénio total da planta e
nac aumenta a produgdo como verificado por FRANCO et ql(1978).

0 primeiré composto estavel da fixaclo de N, nos
ndbdulos & a amdnia (BERGERSEN, 1965) e a assimilacao de amd-
nia em sistemas fixadores de N5, principalmente leguninosa-ri
z0bio tem sido bastante estudada. A demonstragao do sistema
de glutamina sintetase (GS8) e glutamato sintase (GOGAT) em
fragao de bacterdides de nddulos em diferentes leguminosas
(SLOGER, 1973} tem levado i conclusio que o bacterbide & o si
tio de assimilagaoc de amdnia durante a fixagao de N,, embora
outros autores achem a quantidade dessas enzimas insuficiente

para justificar o nitrogénio transportado para planta (SCOTT,
1978).

O principal composto nitrogenado exportado do no
dulo para as folhas de leguminosas era asparagina (PATE et al
1969; STREETER, 1972; SCOTT, 1978), tendo sido demonstrads
mais recentemente gue os principais compostos nitrocgenados
transportados de ralzes noduladas para a planta de soja sdo
os ureideos alantoina e Aacido alantdéico (MATSUMOTO et 41,
1977a; FUJIHARA & YAMAGtICHI, 1978; STREETER, 1979).

MATSUMOTO et al (1977a) mostraram também gue os
nodulos constituem o sitio de sintese de alantoina ao estudar
ISN

plantas de spja com auxiiio de o Revelam, ainda, que a
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maior parte do nitrogenio solGvel fornecido pelos nddulos as
ralzes seria a alantoina no estidgio reprodutivo das plantas.

FUJIHARA & YAMAGUCHI (1978) mostraram que o principal caminho

biossintetico de alantoina, em plantas de soja, era atraves
da decomposigdo de bases purinas, via xantina-acido Grico. Es
ses autores notaram cue ha, nos nddulos de soja, um sistema

de degradacac de bhases purinas nuito ativo.

A representacac esquematica elaborada por RAWSTHORNE
et al(1980), adaptada e apresentada na Figura 3, apresenta
as vias de sintese de compostos nitrogenados nos nddulos e en
volvidos no transporte de nitrogénico para outras partes da
planta. Nesta figura considera-se que a reducac de nitrogé-
nio atmosférico se da no bacterdide, a assimilacgac da amdnia
em tecido da planta hospedeira e o primeiro composto orgidnico
a incorporar o nitrogénio recém-fixado como sendoc a glutamina.
A partir dessa amida inicia-se a sintese dog principais com-
postos nitrogenados que translocam na planta, asparagina com
a regeneragao de glutamato gque participa da sintese de bases
purinas e da assimilacao de mais N, fixado, e alantoina, pro-

duto da degradagao de bases purinas.

1.€ CoMpOSTOS TRANSPORTADORES DE NITROGENIO EM PLANTAS

Em plantas supericres ha um nimero limitado de
compos tos utilizados para transporte de nitrogénico. Tem-se
demons trado que os compostos caracteristicos de transporte de
nitrogenio em plantas fixadoras de N, atmosférico sao espé-
cies~especificos (PATE, 1980). Assim, ureideos sao os princi

pals compostos de exportagao de nitrogénio fixado em certas
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leguminosas tropicais (MATSUMOTO e+ al, 1977a e 1977b; McCLU-
RE & ISRAEL, 1979; STREETER, 1979: LEA & MIFLIN, 1930). Aspg

ragina e glutamina sdoc translocados em leguminosas temperadas

(PATE, 1980) sendo também as mais comuns e importantes para
grande nimero de plantas capazes ou nao de fixar nitrogenio
(BAUER et aZ, 1977a e 1977b; ARRUDA, 1979; LEA & MIFLIN, 1980).
Outros sao de distribuigao mais limitada, como a amida - meti
lencglutamina encontrada em drachia hypogaea (L.) (FOWDEN,
1954; WINTER et ai , 1982), canavanina em Carnavalia sp, deri-
vados da amida asparagina em espécies de Cucurbitaceaec {LEA &
MIPLIN, 1980), citrulina em associagao de Alnus—- Actinomiceto
e citrulina-glutamina na simbiose de Macrozamia-Anabaena(PATE,
1980). Em Pisum os compostos envelvidos no transporte de ni-
trogénio sao asparagina, acido aspartico, homoserina e gluta-
mina, enquanto valina, leucina e isoleucina surgem com a dis-
ponibilidade de nitrogénio durante degradacao de proteina em
tecidos de raizes (PATE, 1980). Em espécies produtoras de
ureideos, coma caupl, Vigrna wunguiculata e soja, Glycine mazx,
a fixagao de nitrogénio est3 associada com a exportacao de
ureidecs no xilema, entretanto plantas nao noduladas subsis-
tem com NOE, e¥xportandc menos ureideos e proporcicnalmente
mais amidas, especialmente asparagina (KUSHIZAKI et al, 1974;
ISHISUKA et al, 1970; PATE, 1980). Nessas plantas as princi-
pais fontes de redistribuigdo de nitrogénio das partes vegeta
tivas para as reprodutivas sdao as folhas e as paredes das va-
gens (PATE et al, 1977: EGLT et al, 1978).

Na figura 4, & apresentado esquema do metabolismo

em nddulos de plantas que transportam amida e ureideos (REYNOLDS
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et al, 1982). Comc considerado por PATE (1980) e REYNOLDS =2t
al, (1982), a existéncia de leguminosas exportando principal~

mente ureldecs ou amidas ou misturas desses grupos de compos-

tos gera questoes de interesse sobre o significado bioldgico

desses padroes alternativos de assimilacdo de nitrogénio.

1,6.1 Ureipeos

Alguns derivados da ureia de interesse bicldgico
contém ureia e fragmentos de dois carbonos que pode ser resi-
duo de acido glioxilico, glicdlico ou oxdlico. FEste grupc de
compostos quimicamente relacionados incluem membros alifati-—
cos e ciclicos gue contém ureia no anel heterociclico, Tais
compostos sao hidantolIna, isclado de beterraba no final do sé
culo passado por von Lippmann; 5-hidroxihidantoina, importan-
te em metabolismo de alguns microcrganismos; hidantoina~5~écé
do propionico, queestd envolvido no metabolismo de histidina
em mamiferos; hidantoina-icido acético (5-carboxi-metilhidan-
toina), conhecido produto metabdlico de bactéria; e alantoina
{5-ureideohidantoina), o qual & o mais importante derivadc de
hidantoina no campo do metabolismo de plantas (REINBOTHE &
MOTHES, 1962). Embora nao seja propriamente um ureideo, o
dcido alantdico estd intimamente relacionado com alantoina da
qual & produto tanto de hidrdlise alcalina como enzimitica.

A alantoina foi isolada por Schulze & Barbieri em
1881 de caules de Platanus orientalis (BONNER, 1950). Na
decada de 1920 a 1930, Fosse e seu grupo relataram a ocorrén-
cia de alantoina e alantoinase em sementes e plantulas de

Phaseolus vulgaris, Acer pseudoplatanus e outros. Na década
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de 1950, Mothes estudou o envolvimentc fisioldgico de alantoi
na e acido alantd®ico no metabolismo de algumas plantas. Es-

ses autores revelaram a ocorréncia de ureideos em plantas co-

mo acer (4cer spp) e confrei (Symphytum officinale) . Nessas
plantas alantoina e acido alantdico desempenham importante pa
pel no armazenpamento e translocacao de nitrogénio, sendo gue
na seiva de acer o nitrogénioc de ureideos corresponde de 70 a
100% do nitrogénio total solivel (REINBOTHE & MOTHES, 1962;
BONNER, 1950). Em 1952, Mothes e Engelbretcht encontraran
alantoina em ralzes e caules de plantas das familias Boraginaceae,
Platanaceae, Hipocastanaeeae, Aceraceae e Leguminoseae, encontrando
que N-alantoipa total chegava a perfazer 50% do nitrogénio to
tal das folhas e concluindo ser esse conposto uma importante
forma de armazenamento, desde gue torna-se prontamente dispo-
nivel para translocagado de nitrogénio em algumas plantas (BOL
LARD, 1956).

Quanto ao metabolismo de ureideos tem sido sugeri
das duas possiveis maneiras de ocorrer a sintese de alantoina
em plantas. A alantoina poderia ser formada diretamente a
partir de mol&culas simples por condensagao com ureia, ou a
segunda rota, pela degradagao aerdbica de purinas, um caminho
mais provavel do ponto de vista de bioguimica comparativa, pa
ra este caminho conhece-se muito bem a sequéncia de  reacgOes
para degradagdc de bases purinas em microorganismos e tecidos
animais (REINBOTHE & MOTHES, 1962). SHANTZ & STEWARD({1959)
sugeriram que a biossintese de alantoina em plantas se dava a
partir de dois moles de urela e um mol de glioxilato. Essa

hipdtese surgiu originalmente a partir dos resultados de Brunel
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& Brunel-Capelle obtidos em 1951. Evidéncias foram obtidas
por FREIBERG ez ol (1957), também, ac alimentar folhas de ba-

. -, 14 - = . - .
naneira com ureia C e encontrado gue e acido alantdicc se

tornou muito marcado, sugerindo a condensacgao direta de uréia
com glioxilato. Embora essas evidencias da possibilidade da
primeira rota, REINBCTHE & NOTHES (1962) julgam que a prin-
cipal rota para a sintese de alantoina ainda parece ser a re-
lacionada a degradagao aerdbica de purinas. LEA & MIFLIN
(1980) também mostram gue até o momentoe poucas sao as evidén-
cias de gue a reagao de condensagac direta possa ocorrer em
plantas, embora nao se possa descartar essa possibilidade (THO-
MAS & SCHRADER, 1981), pois mais estudos sdo necessarios.

KRUPKA & TOWERS (1958} administraram glicina 14C

e glioxilato 14

C a plantulas de trigo atraves das raizes e a
segmentos de folhas dessa planta por infiltragao a vacuo, ve-
rificando que a glicina & o precursor mais direto de alanteina
do gque glioxilato. A taxa de conversao de glicina a glioxila
to em plantas de trigo & extremamente baixa, enguanto glioxi-
lato & rapidamente convertido a glicina (KRUPKA & TOWERS,1959),
explicando a marcagao verificada em alantolna gquando glioxila
to 14C foi fornecido a plantas de trigo, pois esse composto
provavelmente participa via glicina da sintese de purinas, O
fornecimento de uréia 14C a planta de trigo nao produziu mar-
cagdao em alantoine ou acido alantdico, embora a ureia fosse
prontamente metabolizada, o ¢que elimina a possibilidade da
condensacao de uréia com acido glioxilico para formar acido

alantdico, portanto em trigo alantoina & sintetizada a par-

tir de glicina via intermediarios de purina.
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BARNES (1959) demonstrou pela primeira vez a nos-
sibilidade desses ureideos serem sintetizados através da deqgra

dagac aerdObica de purinas. Quando adenina—8—14c foi adminis~-

trada a folhas removidas de Acer sacharinumem presenga de luz
por perilodo de mais de 24 horas, 94% da radicatividade do ex-
trato etandlico estava associada com compostos bem conhecidos
da degradacao aerdbica de purinas em tecidos animais. Alan-
toina, &cido alantdico e uréia estavam altamente marcados, in
dicando que estes compostos sao intermediarios na degradacao
de purina nesta planta.

REINBOTHE & MOTHES (1962) dividiram em dois gru-
pos as plantas, conforme acumulam alantoina ou acido alantdi-
co. Nas plantas gque tem alto nivel de alantoina (Symp hy tum
of fieinaleg Platanus sp), glicina—l4c & introduzida preferen-
cialmente em serina e alantoina, enquanto a formacao de acido
alantdico a partir de alantolina & insignificante, sugerindo
que a atividade da alantoinase nestas plantas & baixa. Segun
do dados de TEIXEIRA (1981) raizes de &. officinale contém 2%
de alantcina na matéria seca, enquanto as folhas possuem teor
de 1%, © gue evidencia o valor desse composto nc armazenamen-
to de nitrogéenio nesse vegetal.

Nag plantas cque tem alto teor de acido alantdico
{Acer negundo, Aesculus hippocastanum, Pelargonium zonale) ha
o mesmo padrac de formagac de alantoina exceto que alantoina
& decomposta via acido glioxilico e uréia. Em tais plantas
glicina-~'C & principalmente incorporada a serina, alantocina
e acido alantdico (REINBOTHE & MOTHES, 1962).

BUTLER et al (1961} estudando biossintese de alan



.48.

. - . .. 14 . .
toina em Boraginacexzs forneceram glicina-~ 'C, hipoxantina-8-

l4C a discos de folhas e raizes esterilizadas de Symphytum

. . . . . 14 .
uplandzeun. Em todos os tecidos hipoxantina-8-—'C foi lar-

gamente convertida a alantoina, confirmando a origem  desse
composto.

CHERRY & HAGEMAN (1960a e 1960b) e KEY & HANSON
(1961) estudaram as purinas e derivados de purinas en Vicia

~

Faba, plantulas de milho e plantulas de soja, mostrandoc a acor
réncia desses compostos nos tecidos dessas plantas, engquanto
KALBERER (1965) mostrou que em folhas velhas de cafeeiro ha
degradacao de cafelina gerando alantoina, que posteriormente &
metabolizada para acido alantdico e ureia, esta finalmente hi
drcoclisada pela urease.

KUBHIZAKRKI 2t al (1964) e ISHISUKA et ol {1970) en-
contraram que caules de soja nodulada no estégic reprodutivo
acumulam grande guantidade de alantolna e as variedades nao
noduladas muito pouco. © aclmulo de ureldecs em caules aumen
ta com a formagac de ndodulos, pesc e atividade (MATSUMOTO et
al, 1977b, 1978) e diminuil rapidamente quando os ndédulos sao
removidos {(MATSUMOTO et a1, 1978). Durante a formagéo de fru
to em soja a quantidade de ureidos alcanga o maximo no caule
e entao decresce rapidamente com o enchimento das sementes
(MATSUMQTO et aql, 1977a; FPUJIHARA gt i, 1977; STREETER, 1979),
esse decréscimo pode ser resultade do transporte de ureideos
para frutos gue sac os "sinks" dominantes neste estagio, ou
degradacac e assimilagac de ureldeos em outros compostos ni-
trogenados gque podem ser transiocados para os frutos em desen

volvimento.
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DAVIES et al (1969) revelaram gue a degradacao de
purinas em muitas plantas leva ao actumulo de ureideos, alan-

toina e acide alantdico. Esses autores mostram gue em certas

em muitas plantas em crescimento e a alantoicase sO tem sido
verificada em sementes de soja. Na figura 5 sao mostrados os
pontos de atuagao de cada uma dessas enzimas.
NAGATI & FUNAHASHT (1961} purificaram alantoinase

a partir de Vigna mungo € essa enzima hidrolisa alantoina a
dcido alantdieo guase quantitativamente. TAJIMA & YAMAMOTO
{1975} estudaram as enzimas envolvidas no processo de catabo-
lismo de purinas (xantina oxidase, uricase e alantoinase) emn
diferentes partes da planta de soja. Quanto as atividades das
trés enzimas, verificou-se gue foram mais elevadas nos nddu=-
los das raizes, indicando serem estes o principal sitio ativo
de metabolismo de alantoina.A alantoinase fol detectada em to
das as partes estudadas mostrando gue a alantocina translocada
dos nodulos pode ser metabolizada em ralzes, caules e folhas.
Nos nddulos, a xantina oxidase foi localizada na fracao nu-
clear, enguanto a uricase estava principalmente restrita a
fragao mitocondrial e alantoinase a fracgao scliivel. A presen
ca das enzimas alantoinase e alantoicase em caules de soja
(TAJIMA & YAMAMOTO, 1975 e 1977) e de alantoicase em FPhaseolus
indica gue caules tem a capacidade para degradar tanto alan-
toina como acido alantdbico, mas nao se conhece gqual a exten-~
sao da degradagdo dos ureideos armazenados que serao assimila
dos em outros compostos (THOMAS & SCHRADER, 1981}). As folhas

de soja também apresentam a capacidade de degradar ureildeos
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via alantoinase e alantoicase (TAJIMA & YAMAMOTO, 1975; HFRRIOGE
2% al , 1978; THOMAS ot al, 1980), encontrando=-se enzimas

com maior atividade em folhas de plantas nao noduladas ao se

comparar com noduladas (THOMAS & SCHRADER, 1981). Estes auto
res revelam também que os nodulos tem cavacidade de degradar
purinas a alaptoina mas nao de degradar dcido alantdico enzi-
maticamente, desde que alantoicase nao tem sido detectada em
noédulos embora esteja presente em folhas de soja.

TAJIMA & YAMAMOTO (1975) também procederam i puri
ficagaoc parcial da uricase a partir de nddulos e radiculas
respectivamente. O pH otimo da enzima dos nddulos foi 9,5,
enquanto a da radicula foi pH 7,0. A enzima presente no nddu
lo nao requer cofator, enguanto a da radicula mostrou absolu-
ta necessidade de substdncia de baixo peso molecular facilmen
te separavel da apoproteina. Portanto a uricase nos nddulos
difere quanto a propriedades quimicas daquela da nlanta hospe
deira. Culturas de celulas de Riizobium japonicuwm nido produ-
zem uricase, portanto a inducao de uricase e formagao de alan
toina nos nddulos parece ser uma caracteristica especifica da
simbiose. A xantina oxidase, uma enzima flavina, cataliza a
oxidagao de hipoxantina e xantina (WHITE e:r al, 1968):

xantina oxidase

hipoxantina + Oy+i50 » xantina + H202

xantina oxidase

xantina + 02+H20 + acido urico -+ Hzoz

A uricase, uma cobre-proteina, estd envolvida na oxidacio de
acido fQrico:
uricase

Acido Qrico + 02+2H2O » alantoina + CO2+H202
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MATSUMOTO et al (1977b) através da incorporacgiao de

15

15N em alantolina, plantas de soja alimentadas com N2, revela

ram que os ureldeos marcados estavam em maior quantidade nos

nédulos do gue nas ralzes, confirmando que os nddulos produzem
alantoina, assim como foi obtido por MATSUMOTO =t <1 (1977a) e
FUJIHARA & YAMAGUCHI (1978). Esses autores encontraram tam~
bém gue a concentracdo de Loy em alantoina foi ligeiramente
maior do que em dcido alantdico, sugerindo que alantoina se de
compoe a acido alantdico.

MATSESUMOTO et ol (1977a) e THOMAS & SCHRADER (1981)
estudaram a distribuigao e .alteragfes no contelido de alantoi-
na e acido alaptdico durante o desenvolvimento de plantas de
soja noduladas e nao noduladas, verificando que o teor de alan
toina por caules, raizes e nddulos separadamente de plantas de
soja foi baixo no estagio vegetativo, mas comega a crescer gra

dualmente com inicio do florescimento, alcangando o maximo du-

rante o desenvolvimento do fruto, estigio verde, decrescendo
rapidamente a seguir. MATSUMOTO e¢ ¢/ (1977a) mostraram, tam-
bém que a concentragao de alantoina em frutos jovens de soja

foi maior que gualguer drgao no mesmo estagic, e o nitrogénio
de alantoina atingiu a metade do nitrogénio solfivel, enaguanto
FUJIHARA et al (1977) encontraram valores de até 70% do nitro-
génio soluvel como provenientes desses compos tos. THOMAS &
SCHRADER (1981) julgam que a melhor maneira de expressar a
quantidade de ureidos, principalmente na seiva, & como porcen-
tagem de nitrogeénio total da seiva. Tem sido relatados valo-
res gue variam de 10% em Pisum a 99% em 4oer.

A concentragao de alantoina em sementes, nos esta-



gios iniciais do desenvolvimento, & baixa € corresponde & CeL
ca de 15% do teor em frutos de s0Jja@ de mesmo estagio de de-

senvo lvimento (REINBCTHE & MOTHES , 1962; MATSUMOTO et al i

i e

1977a) . A alantoina pode segundo cgses autores estar voTtada
para a sintese de proteina nas vagens € sementes, € portanto
tendo envelvimento impor tante na formagao de sementes el plan
tas de soja.

Em Phaseolus pulgaris: nio nodulado; os ureldeos
sao a principa} forma de nitrogénio reduzido na seiva do xile
ma de plantas crescendo oM fornecimento de nitrato, ambnia
ou nitrato de amdnia (THOMAS & cCHRADER, 1981) € @ adicdo de
alopurinol as raizes resulta ent grande decréscimo na concen-
tracao de urelideocs na seiva do wilema sel afetar a concentra—
gao de outros compostos de nitrogénio reduzido ou nitrato. ES
tes resultadocs 520 consistentes <¢CM a4 origem de ureideos via
degradacgao de purina nas raizes. Qs mesmos Jutores encontras
ram que plantas alimentadas <ol cais de amonia contém mais N-
ureldeos na seiva do xilema e €m todos ©OS Srgaos da planta ex
ceto ralzes, cquando comparado Com nlantas gue receberan nitra
to, sugerinde gue ureideos podem ser produzidos em resposta &
toxidade de amdnia nas raizes € rransportades para outras par
tes da planta. WOO et g1 {1981) estudando a sintese vin vitro"®
de ureldeos emnm sistema livre de células de nodulos de caupi;
mostraran Que aspartato, nitrato, nitrito e amonia nao temn
efeito Significante sobre a sintese de ureideos, mas glutamiw
na estimula 2 sintese de areldeos totais.

A amonia tem sido considerada @& principal forma de

fixacao de Njy POF plantas noduladas, embora fornecendo lSNZ as
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plantas o nivel de marcagdo desse composto & menor que a de
aminoacidos ¢ amidas (APRISON et al, 1954; BERGERSEN, 1965;

KENNEDY, 1966). bados concordantes foram cbhtidos por MATSUMO

TO et al (1977b) que consideram como provavel razdo do baixo
excesso de nitrogenio marcado em amdnia como sendo a existén-~
cia de mais do gque um "pool" interno de amdnia saturada com
excesso de lSN coem somente um ligado diretamente & formagao
de amincacidos. THOMAS & SCHRADER (1981) revelam que utili-
zando 5N apda somente quatro minutos detecta-se nitrogénio
marcado em ureideos nas ralzes noduladas de soja, o que indi-
ca a sintese rapida de ureideos a partir de produtos iniciais
da fixagac de nitrogénio atmosférico: amdnia e glutamina, Mos
tram também que pouco 15N de nitrato marcado foi incorporado
a ureldeos guando comparado a gquantidade de l5N2, o que & boa
evideéncia gue a sintese de ureideos tem lugar nos nodulos a
partir de N, de fixagao recente.

Estudo realizado por FUJIHARA & YAMAGUCHI  (1978)
sobre o efeito de alopurinol, 4-hidroxipirazolo(3,4-d) pirimi
dina, scbre o metabolismo de alantolna em plantas de soja, mos
trou que esse composto inibe fortemente o actmulo de alantoi-
na, acido alantdico e uréeia em caule de plantulas e cotilédo~

nes de soja, embora nao afetasse o desenvolvimento das pléntg

las. O aumento do teor de ureidecs durante a germinagac (MAT
SUMOTO et ai, 1977b) nao & essencial ao crescimento inicial
de plantas de soja. FUJIHARA & YAMAGUCHI (1978} concluiram

que sementes de soja em germinagao e ndodulos possuem sistema
muito ativo de decomposicao de bases purinas e gue alantoina

e acido alantdico sao formados pela guebra dessas purinas via



xantina e provavelmente &cido Urico, e também gue nac ha sin-
tese de nove de bases purinas para serem decompostas a urei-

deos, verificado atraves da utilizagao de azaserina gue & an-

tagdbnico a glutamina. Porém, SCHUBERT (1981) propoe que o
nitrogenio de fixagao recente & utilizado na sintese de novo
de purinas que sao na seguéncia catabolizadas para a produgdo
de ureidecs.

HERRIDGE ¢t a/ {1978) estudaram ureideos na econo
mia de nitrogenio de Vigia wnguiculcia (L) Walp., e mostraram
gque tanto quanto em scja, nessa planta tambéem esses compostos
desempenham importante papel no armazenamento e translocagao
de nitrogénio., Revelam ainda que a enzima alantoinase & de-~
tectavel em folhas, vagens e sementes de V. unguiculata , e
gque a atividade de uricase & muito baixa. O0s niveis de alan-
toinase em extratos de vagens decresce com a idade do fruto
mas a atividade dessa enzima cresce intensamente nas sementes
durante as Gltimas semanas de maturagao.

HERRIDGE 2¢t 1 (1978} sugerem gque o significante
nivel de glutamato sintase e glutamina sintetase em nddulos
de plantas de caupi aumenta a possibilidade que a aménia for-
mada na fixagao de nitrogenio pelos bacterbides possa ser in-
corporada pelo citoplasma do hospedeiro de maneira semelhante
ac mecanismo proposto {(MIFLIN & LEA, 1977} para espécies gue
utilizam amidas como principal transportador de nitrogeénio.

A glutamina e aminoZcidos produzidos podem entao servir como
substrato de nitrogénic para sintese de ureideos a partir de
uréias ou purinas.

Resultados obtidos no Internaticnal Institute of
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Tropical Agrigulture, da Nigéria, tem mostrado gue o teor de
alanteina em folhas novas e totalmente expandidas de soja po-

de servir para identificacao de plantas gue estejam fixando

Ny {(GAMBLE, 1978), j3 que o teor de alantoina nessas folhas era
duas vezes maipr quando provenientes de plantas noduladas.
TEIXEIRA e¢ al (198l) verificaram o mesmo para plantas de
amendoim, mostrando que plantas noduladas que receberam aduba
¢ac nitrogenada em cobertura tiveram reducac de 50% do teor
de alantolina nas folhas novas e totalmente expandidas em rela
¢ao 3s somentes noduladas.

STREETER (1979} reconsiderou seus dados anterio-
res (STREETER, 1972a e 1972b) que mostravam a asparagina como
a principal forma de nitrogénio translocada de raizes para
caules ao encontrar alantoina e acido alantoico em niveis
mais elevados do que a asparagina, sendo estas as principais
formas de nitregénioc transportadas de ralzes noduladas para
caules de plantas de soja. Durante o desenvolvimento de va-
dgens e sementes o N-ureideo perfaz a 2,3, 37,7 e 15,8% do ni
trogénio total de folhas, ramos e peciolos e frutos, respecti
vamente (STREETER, 1979). Esse autor também mostrou gque a re
lagao entrealantoina e Acido alantdico era de 60:40 em falhas,
caules e frutos, sugerindo gque a maior parte do ureideo trans
locado era na forma de alantoina, pois também em exudato de
nodulo & muito mais elevado o teor desse composto do gque o de
acido alantdico. HERRIDGE o o/ (1978) e THOMAS & SCHRADER
(1681}, mostraram a predominancia de Acido alantdico na seiva
do xilema em soja, caupi e Plascolus.

Como os frutos de soja contém grandes quantidades

de ureldeos predominantemente nas vagens (MATSUMOTO et al,
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19774} e porque os frutos de maneira geral tem uma taxa de
transpiracao relativamente baixa, parece que eles recebem a

maicr parte de seu nitrogénio através do floema, sendo os

ureideos transportados como tal diretamente para os frutos
via floema a partir de "pools" existentes em folhas e caules
(THOMAS & SCHRADER, 1981). A guantidade de ureideos em fru-
tos de soja alcanga © maximo 1 a 2 semanas antes do maximo en
contradc nas sementes, e as vagens contém geralmente quatro
vezes mais ureldeos que as sementes (MATSUMOTO & al, 1977a)
& quantidade de ureideos nas sementes aumenta somente apds o
teor desses compostos nas vagens terem alcancado o méximo.
Entretanto, a guantidade eam vagens decresce rapidamente, en-
quanto a das sementes alcanca um pico e decresce com a matura
¢ao do fruto (MATSUMOTO et gi, 1977a; THOMAS ot al; 1980).
Embora a concentracdo de ureideos em sementes se-
Jja mais baixa do gue nas vagens, a atividade de alantoinagse &
maior nas sementes (HERRIDGE ez ai, 1978). Isto sugere gue
os ureideos sdo primeiramente concentrados nas vagens e entdo
degradados a outros compostos como aminodcidos e amidas ou
transportados diretamente para as sementes onde sio rapidamen
te degradados e presumivelmente assimilados a aminoicidos e
proteinas {THOMAS & SCHRADER, 1981). O tempo gue decorre en-
tre os picos no teor de ureldeos de vagens e sementes & simi-
lar ao de nitrogénio total em Fhaseoius (OLIKER et al, 1978},
sugerindo que em soja e Phaseolus as vagens e sementes agem
como "sinks" separados e possivelmente competidores. A alta
atividade de alantoinase nas sementes em desenvolvimento su-

porta a sugestao que ureldeos podem ser degradados rapidamen-



te em sementes apds translocagao a partir da vagem (FUJIHARA

gt al, 1977},

Nao & conhecido, ainda, se os ureldeos atingem as

sementeswdiretamenhewwiawte@&é@wvaseu&afm%ﬁiaema+woumse preci
sam inicialmente entrar nas células da parede das vagens an-
tes de atingirem as sementes. E possivel que as vagens ajanm
como um poderoso "sink" e maior que as sementes no inicio  do
desenvolvimento do fruto, porém com ¢ crescimento das semen-
tes estas tornam=-se o "sink" predominante, explicando © pa-
drac de aclmulo de ureideos em tecidos do fruto.

Embora se conheca que os ureldeos sdo degradados
a glioxilato e ureia e se acredite que a uréia seja metaboli-
zada via urease em amdnia, sendo esta incorporada em aminoaci
dos e posteriormente proteinas (THOMAS & SCHRADER, 1981) pou-
COo se sabe a respeito da assimilagdo de ureideos em plantas
superiores. Na figura 6, @ apresentada uma seguéncia de rea-
¢oes, adaptada de THOMAS & SCHRADER (1981), que indica os pas
sos metabolices para assimilacio de ureidecs, baseando-se em
resultados obtidos para microorganismos. Porém, essas rea-
¢oes nao foram demonstradas em plantas superiores, embora o
composto oxamato produto da metabolizagdo de Acido oxalfirico
(figura 6) tenha sido encontradce juntamente com alantolina em
beterraba (THOMAS & SCHRADER, 1981).

A maior vantagem da transloca¢do de nitrogénio a-
través de ureldeos & devido & economia de carbono pela plantg,
ja que a relagao C:N & 1, enquantoc para asparagina e glutami-
na & de 2 e 2,5, respectivamente. Além disso, alantoina e

acido alantdico tem baixa solubilidade quando comparada & das
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amidas asparagina e glutamina, o que pode ser considerado be-
néfico como compostos armazenadores de nitrogénio, mas desvan

tajoso se a baixa solubilidade limitar a translocacdc de ni-

 trogénioc e entao a producaoc da cultura (THOMAS &  SCHRADER,

1981l), o© gue nac foi devidamente verificado.

1.€,2 AMINOACIDOS

A amOnia proveniente da reducac de nitrato, N, ou
diretamente de NHE adguiridos pelas raizes, entra no metabo-
lismo principalmente de aminoacidos. As principais vias para
assimilagac de nitrogénioc na forma de amonia em plantas supe-
riores sao atravées da: 1) desidrogenase glutdmica (GDH) que
cataliza a reagao reversivel de aminagdo redutiva do &cido ce
toglutarico, seguida normalmente da participacdo da glutamina
sintetase para sintese de glutamina a partir do &cido glutdmi
co existente; 2) Glutamina sintetase-glutamato sintase (G5~
GOGAT), mediando a transferencia redutiva do grupo N-amidico

de glutamina para o acido o-cetoglutdrico produzindo duas mo-

leculas de glutamato. Formado, o glutamato sofre agdo de ami
notransferases dando origem a outros aminoéciﬁos {RYAN &
FOTTRELL, 1974; RHODES et ol, 1976; BOLAND et al, 1982). Na

figura 7 sao apresentadas as sequencias metabdlicas para sin-
tese de aminodcidos em plantas.

A via GS-GOGAT & preferencial para a introdugao
de N-amoniacal em amincacidos, em plantas superiores, princi-
palmente gquando o suprimento de amdnia & baixo. A outra via,
GDH, ocorre simultaneamente a GS5-GOGAT e desempenha papel im-~

portante e predominante quando as plantas sao mantidas em ex-
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cesso de NH3 {RHODES e¢¢ gl, 1976). Estes autores verifica
ram, também, gque a glutamina, mais do gue a amdnia, exerce

controle negative sobre a glutamina sintetase (GS) e positivo

sobre a desidrogenase glutamica (GDH) e que as alteragdes na
taxa dessas enzimas em resposta ac reservatério internc de
glutamina pode regular a diregao do fluxo de ambnia para ami-
noacidos atraveés das duas rotas alternativas de assimilacgdo.

Durante grande parte da vida da planta, as fo-
lhas em desenvolvimento constituem a prin dpal regiao de de-
manda de nitrogénio transportado a partir das raizes. O ni-
trogénio fornecido para as folhas consiste de nitrato junto
com uma proporcao variada de comppstos orgdnicos nitrogenados,
dependendo das espécies e condigdes. As amidas glutamina
(Gln) e asparagina (Asn) sac predominantes, normalmente, como
formas de transporte e armazenamento de nitrogénio. Essas
amidas sao sintetizadas nas raizes ou nddulos e translocadas
para a parte aé&rea (OGREN & RINNE, 1973).

A avaliagao dos compostos nitrogenados soliiveis

T = . 15 ..+
em ralzes de plantulas de arrcz alimentadas com NH, ou
15, .~ . ~ . .

NOB mostrou gque a incorporacac se deu mals rapidamente em

glutamina, seguida de &cido glutamico e entdc por acido aspar
tico e alanina (BAUER ¢t al, 1977a). A glutamina & a chave
na doagéo de nitrogénio para numercsos compostos, sendo consi
derada um redistribuidor de nitrogenio do grupo amida para
aminoacidos atraveées do sistema da glutamato sintase (MIPLIN &
LEA, 1976). A alanina pode ser sintetizada atravées da incor-
poragao direta de amdnia ou pode resultar de transaminagdo a

partir de asparagina (BAUER et «l, 1977a e 1977b}, sendo o
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principal amincacido responsavel pela unido entre os reserva
torios de aminodcidos nas células. O gue contém amincicidos

provenientes de carboidratos metabolizados e diretamente en-

volvidos na sintese proteica e o gue contém aminoidcidos deri-
vados da degradagao proteica e que sofrerado transformagGes an
tes de serem utilizados na sintese de proteinas (BIDWELL et
al, 1964).

Detalhado trabalho de KATO & KITADA (1979) mostra
que no inicio do desenvolvimento de plantas de soja os cotile
dones fornecem nitrogénio para as folhas primirias, ralzes e
caule até o oitavo dia, depois disso principalmente 3s folhas
trifoliadas, primeira e segunda. A redistribuicaoc de nitroge
nio proveniente dos cotiledones a partir das folhas primdrias
inicia-se no 149 dia apds a germinacao gquando seu nitrogénio
total ainda estd aumentando. O influxe de nitrogénio & inva-
riavelmente acompanhado pela sintese simultanea de proteinas
nas folhas e de maneira reciproca o efluxo pela simuiténea'
quebra de preotéinas nas folhas. A translocagio de nitrogénio
na planta se dia tanto pelo xilema como floema. PATE et al,
(1981) verificaram que em Lupinus albus © xilema transporta

40% e o floema 60% dos compostos aminados para as partes api-

cais do caule e ramos laterais. Para essa espécie a transfe
rencia de nitrogéenio reduzido para o flcocema foi demonstrado
fornecendo 15NO§ a caules e recuperando amidas e aminoacidos
marcados comlSN no exudato do floema (PATE ¢?¢ al, 1975). Es-

ses autcres mostraram que a elevagao do fornecimento de nitra
to as ralzes levou ao aumento do nivel de amincidcidos no xile

ma e floema, mas nao alterou marcadamente o balanco entre os



.64,

aminoacidos individualmente. Em Spartium junceum (L.) oS

principais compostos aminados marcados no exudato do floema

apds fornecimente de 14C09 foram serina, asparagina e glutami

na {(PATE et al, 1975). A grande distribuicao de i4(3 entre

aminodcidos livres ou ligados de sementes sugere a ocorréncia
nos frutes de amplo metabolismo de solutos provenientes do
floema. As amidas asparagina (Asn) e glutamina (Gln) Juntas

perfazem 60% da fragac amino, em base molar, de exudato do

floema de frutos de Zupinus albus (L.), sendo serina (Ser),
acido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu), lisina (Lys) e
treonina (Thr) os outros aminocacidos mais comuns (SHARKEY &

PATE, 1976). Esses autores verificaram, também, gue a compo-
sigdo em aminoacidos sofria flutuagdes didrias, ou seja a
quantidade em miligrama de aminocdcidos por mililitro de exuda
to seguia ritme periddico semelhante 3 alterndncia dia-noite.

Em Lupinue albus  (L.) o xilema transporta um es
pectro de sclutos nitrogenades muito similar ao de floema, e
o balango de gminoadcidos nesses canais varia pouco durante o
desenvolvimento dos frutos. A baixa relacao C/N, peso/peso,
dos fluidos do xilema reflete o alto teor de amida presente
(PATE et al, 1977). A amida asparagina & o principal compos-
to aminado soluvel em plantas de Lupinus albus, 55 a 70% do N

de exudato do xilema e 40 a 60% do floema, exceto em ralzes

velhas e noduladas, nas quais glutamina (Gln) predomina. Qs
outros aminodcidos importantes sao Val, Gln, Ileu, Asp e
oC- Abu (PATE ef al, 1981; REYNOLDS e+ ai, 1982). PATE e+ al

(1977) verificaram, também, a alta eficiéncia na mobilizagdo,

80%, de nitrogénio das vagens para as sementes durante a matu-
g I .



.65,

ragcac do fruto. Atraveés do xilema & fornecido 60% de agua,
11% do nitragénio e 2% do carbono necessario ao fruto, enguan

to o floema, principal meio de transporte de solutos organi=-

.cos, suprewgsse Orgao com 98% égwggrbono, 89% do ni!fégénio.e
40% da dgua necessarios (PATE <4 o/, 1977). Desde que a saca
rose transporta 90% do carbono do floema e asparagina e gluta
mina de 75 a 85% do nitrogénio do xilema e floema, estes trés
compostos tem papel preponderante na nutricao de frutos e se-
mentes de Lupinus albus, especialmente guando as reservas das
sementes estao sendo elaboradas (PATE et al, 1980). Com base
nesse fornecimento, verif.icou-se gque durante o periodo de de-
senvolviments o fruto importa 1.756mg de sacarcose e 384mg de
amidas e aminoacidos e gue a partir desses materiais acumu~
lam~se nas sementes 412mg de protelina, 132mg de 0leo e 11l0mg
de carboidratos soluveis em acido percldrico. Por esses da-
dos PATE et gl (1977) estimaram que os frutos de Lupinus albus
(L.) apresentam uma eficiéncia de conversac, de importados or
ganicos em reservas alimenticias das sementes, de 31% em pe-
sO.

Do nitrogénio translocado mara os frutos L.albus,
7% & fornecido pelos reservatdorios de aminodcidos livres, Asn,
Gln e Ala, das partes vegetativas princivaimente caules e rai
zes noduladas, 50% através da mobilizacao de outras formas de
nitrogénio das partes nao revrodutivas e 43% brovenientes da
fixagao de N, durante o desenvolvimento dos frutos PATE et al,
1981) . Verificaram, també&m, que do nitrogénioc atmosférico fi
xado e exportado pelos nddulos, 56% era comoe Asn e 29% como

Gln. Aparentemente, em folhas senescentes ainda ligadas as
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plantas, 4 glutamina € asparagina a0 transportadas no floema

deixando & folha em direcac aos frutos €m gesenvolvimento

{LEA & MTPEEN 1980} .

Para soja, foi verificada a ausencia de i
trito em exudato do caules enguanto nitrato foi mais elevado

nos estagios de crescimento do gue nos imediatamente anterio

res ao florescimento. purante ©S estagios qué geguiram ao
florescimento, & concentragae em aminoacidos no exuaato foi
muitas vezZes maior que @& de nitrato. Esses dados evidenciam

que plantas de soja sao dependentes da assimilagao de nitra-
to antes do floresciemento,mas fortemente dependente de amd-—
nia proveniente da fixagao de nitrogénio atmosferico desde O
florescimento até a maturagao 4os frutos (STREETER, 1972a e
1972b). Esse pesquisador verificou que & asparagina foi ©
composto aminado predominante no exudato; rendo N—asparagina

representado 613 de N~amin0écidos +totals solavels. Fm rela-
gaoc ao desenvolvimento do frutO'verificouvse que ne exudato do
caule & concentragac de Asn 2 baixa durante © esthagio de de-
senvolvimento da vagem, aumentando qrandemente durante 0 Cres
cimento das gemnentes para decrescery 4 segull, porém mantendo
nivéi mais elevado do que inicialmente verificado. 0s princi
pals aminoacidos presentes en exudato de caule durante © de-
senvolvimenta das plantas (STREETER, 1972a) sao AsShy 53 a

73%; ASPs 4 a 16%; His, 4 & 6%; Gln, 2 a 10%; ArXg: 2 a 7

oo

Lys, 2 @ 4% val, 1 & 2%

-

glu, 0,3 & 79 serina. glicina, ala
nina, metioning, isoleucina, treonina, leucinag, tirosina, fa-
nilalanina € zcido ¥ - aﬂdnobutirico e tragos de prolina nas

fQltimas coletas de exudatoc. Os aminoécidos gerina € glicina
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se apresentam em teor relativamente elevado nos nddulos e rail
zes de soja e feijdo, devido & produgao de acido alantdico

através de sintese de noVO nessas regides e plantas (REYNOLDS

et ai, 1982).

]

Em 4. albus fol verificado que durante o periodo
de 8 semanas para a maturacao das sementes, 80% da asparagina
translocada para os frutos foi metabolizada. Isso permitiu
ampla sintese do nove de aminoacidos nas sementes, ou seja re
sultou em 50% dos aminoicidos presentes nos graos no final da
maturagdo (ATKINS ¢t al, 1975). A metabolizagao de asparagi-
na nas sementes & iniciada a partir da acac da enzima aspara-
ginase. A atividade dessa enzima & dependente da presenga de
" no meio, como verificou SODEK et al, {1980) ao estudi-la
em cotileddnes e testa de semente de ervilha (Prsum sativum
L.)- Esses autores mostraram gue até 21 dias apds o floresci
mento nao se detectava atividade de asparagina nessas partes
das sementes, mas a atividade verificada a partir de entao foi
suficiente para fornecer o nitrogeénio necessario para o aumen
to do teor de proteina das sementes durante a maturacao. A
amcnia liberada pela asmparaginase & reassimilada via glutami-
na sintetase-glutamato-sintase antes da incorporagac na pro-
teina da semente (LEA & MIFLIN, 1980: PATE et a2, 1981)

comoe

apresentado no esgquema a seguir:



o L s

e-aminoacidos

@ cetoacidos

Asn Glu

Glu
1
o cetodcidos
/\/2 54
KG

As \ -
P dbamlnoaCLdos

NADH

1 asparagilnasei; 2 glutamato sintase; 3 glutamina sintetase;

4 transaminases.

A sintese de proteinas a partir de aminoacidos
livres presentes nos graos e dependente de um mecanismo de
controle provavelmente ligado a mRNA esPecificos, em legumino
sas (CROCOMO, 1977, 19792} e cereals (ARRUDA et al, 1978). ES
reg mostrarafy ao estudar sementes de milhc em desenvolvimenﬁ;,

naveyr tambél, dependéncia do gendtipo das plantas.
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2, OBJETIVOS

Sao necessirias novas informacSes & cerca da
translocagio de compostos aminados em leguminosas. Principal-
mente, em soja inoculada onde foram detectados recentemente
outros compostos transnortadores de nitrogénio além dos amino
acidos conhecidos como tal.

Neste estudo buscou-se verificar gg principais
compostos transportadores de nitrogénio da planta mara as va-
gens e graos em desenvolvimento, em rlantas inoculadas com esg
tirpes selecionadas de Fhatzobium javonicum e desenvolvidas en
cendigoes de campo.

Para isso, foram avaliados pedinculo, vagens e
graos de soja ov Santa Rosa, durante o pericdo de desenvolvi-

mento dos frutos, com relacao a:

1. Peso seco para estabelecer curvas de acumulo
de matéria seca em graos e vagens.

2. Lipidios e carboidratos nos grios para verifi
car o aclmulo desses compostos nos cotilddones.

3. Nitrogénio total, proteico, dos grdos para es
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tudo do actmulo de proteina nos cotiledones,
4. Fracionamento de proteinas dos cotilédones pa-

ra informar a cerca da sintese proteica durante ¢ desenvolvi-

mento dos graos.

5. Composigac em ureideos e aminoacidos da fracao
de nitrogénio nao proteico de pedinculc e vagens, para identi
ficagao de compostos nitrogenados translocados da planta para
0sS graos.

6. Composicao em ureldeos e aminoacidos da fragao
de nitrogénio nao proteico de graos para verificar os compos-
tos nitrogenados metabolizados ou incorporados diretamente as

proteinas dos cotilédones.
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s MATERIAL E METODOS
3.1 MaTeErRIAL E EXPER IMENTAGAO DE CAMPO

% 1,1 DescrRIGAO DO MATERTAL

Neste estudo foram utilizadas plantas de soja, cul
rivar Santa ROS&, que & desde a década de 1960 a mais planta-
da em todo © prasil.

0 cultivar ganta ROsa fol selecionada por s. Miya
saka e L.F. wWilliams em 1958 no Instituto Agrondmicoy camni-
nas., © descende do cruzamento entre La 41-1219 e D 49-772, cque
eram linhagens provenientes do sul do Fstados Unidos. Esse
cultivar em 1963, entao denominado 1,-326, foil multiplicado co
mercialmente noO Municipio de ganta Rosa, RO Grande do Sul, €
dal recebeu O NOME dessa Localidade (MIRANDA et a1, 19771},

o cv. Santa Rosa apresenta grande estabilidade
proéﬂtiva, comportando~se de maneira satisfatéria nas mais ai
versas condigdes de cultivo. Segundo MIRANDA et g1 (1977), es

se cultivar apresenta tipo de crescimento determinado, ciclo
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completo em torno de 130 dias e altura de aproximadamente
80cm. A produgao média de 'Santa Rosa' & estimada em 2 400

kg/ha.

5,1.2 CuLTIVO DO MATERIAL

O cultivar Santa Rosa foi plantado nos anos agri
colas de 1978/79 e 1979/80 em campo de multniﬁcaqéo de semen
tes do Centro Experimental de Campinas, Instituto Agrondmico.

Utilizou~se area de 1 ha de sclo Latossoclo Roxo,
que recebeu a aplicagao a lancgo de adubagao com KC1 e super
fosfato simples nas gquantidades de 50 kg/ha de K50 e 150

Og.

kg/ha de P2 5

As sementes utilizadas foram incoculadas com es-
tirpes de Ridzcobiwn japonicum, obtidas pela Segao de Microbio
logia do Sclo do Instituto Agrondmico.

0 espacgamento entre linhas de plantio foi de
70cm e a densidade de 20 plantas por metro linear. Os dois
anos agricolas se apresentaram diferentes quanto & precipita-
cao pluviométrica e temperatura média, influenciando o desen-
volvimento das plantas, principalmente guanto ao pericdo de
desenvolvimento de frutos.

Nas figuras 8 e 9 sao apresentados os dados dia-
rios de temperatura média e precipitacao pluviométrica de ja-
neiro a maio, para os ancs de 1979 e 1980, indicando-se, tam—
bém, os eventos principais no desenvolvimento de frutos e as

amostragens.

No primeiro ano a fleoragao das plantas de
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‘Santa Rosa' ocorreu em 22.01.1979 e para 1980, ocorreu em

13.02.1980.

5,72 TECNICA DE AMOSTRAGEM

3.2.1 [ESCOLHA DA POSICAO DOS FRUTOS NA PLANTA PARA
AMOSTRAGEM

A planta de soja apresenta frutos distribuidos em
todo o seu perfil. Para a escolha de gue parte da planta to
mar as amostras em fungao de informagdes de trabalhos (COLLINS
& CARTER, 1956; BRIM et al, 1967) gue revelam ocorrer diferen
gas na composigao dos graos devido & sua posicio de desenvol-
vimento, foram obtides dados referentes & composigdo quimica
de graos no ponto de maturagdo de frutos inseridos no Aapice,
centro e base de plantas de 'Santa Rosa', cultivadas no ano
agricola de 1978/79 desenvolvidas nas mesmas condicbes que as
utilizadas neste trabalho.

Os dados obtidos revelaram que para o cultivar
Santa Rosa os teores de Oleo e aglcares soluveis nao varian
(Tabela 1} enguanto os teores de polissacarideos apresentaram
maior variabilidade.

0 teor de proteina foi igual para graos de fru-
tos amostrados no apice e centro das plantas e menor para
graos da base. Nao se considerou a posigido do grdo no fruto
pois como revelam COLLINS & CARTTER (1956), essa variacao e
muito pequena em relacao a posic¢ao dos frutos na planta.

Em fun¢ao dos dados obtidos e devido 3 maior fa-

cilidade de identificacgao de frutos de mesmo estdgio de desen
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Tabela 1 ~ Variacdo dos teores de proteina, oleo,

aglicares soO

10veis e polissacarideos em graos de soja ¢V Santa

Rosa em fungac da pesicao dos frutos na planta.

pPosicao dos frutos nas plantas

Compostos () DMS (%)
Apice Centro Base

Proteina 39,35 38,62 34,79 1,14

Oleo 22,52 23,07 22,64 1,19

aclicares soluveis 12,21 12,28 13,15 1,02

Polissacarideos 10,77 13,96 12,22 2,61

(l) Dados expressos em % /M.S.; media de tres repetigaes.

(2y DMS obtido pelo teste de Tukey 5% de probabilidade.
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volvimento verificado pelo tamanho de frutos e graos, cor dos
frutos, optou~se pela retirada de amostras de pedinculo e fru

tos inseridos no apice e centro das plantas, onde & maior o

nimero de frutos, devendo-se levar em considera¢ao as varia-

goes de composigdo reveladas ao se comparar resultados.

5.2,2 (OLETA DE AMOSTRAS

Para a realizagao deste trabalho foram coletadas
amostras de pediinculos e frutos de soja a partir do 159 dia
apds a floracac (DAF) e semanalmente atd o ponco de colheita
dos graos. A amostragem sempre foi realizada no periode da
manha e foram coletados pedinculos e frutos inseridos no api=-
ce e centro das plantas. I[ssas amostras foram tomadas ao aca
so, percorrendo-se a narte central do campo de plantio, toman
do-se cerca de 150 frutos e os pedunculos correspondentes em
cada amostragem. Do material coletado foram tomadas duas sub
amostras nara analise.

AnOs cada amostragem o material coletado era le-

vado imediatamente ao laboratdrio para preparo ¢ armazenamen-

to.
3.3 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISES
3.5.1 PREPARO DAS AMOSTRAS
As amostras no laboratdric eram pesadas para ava
liar © peso verde. Os frutos foram abertos para separacaoc de

vagem e graos e seus pesos frescos determinados.
Una parte do material de cada amostragem de pe-

dinculos, frutos, vagens e grios foi utilizada para avaliagao
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do peso e teor de agua presentes em cada uma dessas partes.
O material nao utilizado foi armazenado em conge

lador a -15°9C para conservacac até a realizagdo das andlises.

5.5.72 PREPARO DE EXTRATOS PARA ANALISE

5.3.2.1 EXTRACAO DE URETDECS E AMINOACIDOS

LIVRES
A extragao de aminodcidos livres e ureideos de
graos, vagens e pedinculos foi efetuada com &lcool etilico
75%, a frio, macerando o material em almofariz. O extrato al
cbolico obtido foi evaporado redissolvendo os compostos ex-
traidos com agua destilada, gquando para a andlise de urei-
decs e nitrogénio solivel e tampiao de acetato pH 3,1 quando

para analise de aminoacidos.

Pesou-se lg das amostras, colocando-se 5ml de
etanol 75%, homogeneizando em almofariz e filtrando-se a
seguir. O extrato foi evaporado em chapa aguecida. Quando os
extratos foram armazenados adicionaram-se algumas gotas de

clorofOrmio e foram mantidos em congelador a-15°C.

2.4 ANALISES QUIMICAS

3.4,1 [MATERIA SEcA

Para a obtencao de dados sobre o actmulc de ma-
téria seca das partes amostradas procedeu-se a secagem delas
em estufa com circulagac de ar forcgada, 4 temperatura de

559C por 6 dias, como sugerido por YAZDI-SAMADI et ol (1977).
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5.4,2 O0LEO E ACIDOS GRAXOS

U oleo nos graos, durante o pericdo de desenvol~

~vimento-destes;—foi eXtFaATdS™ eem solvente organico, hexa-

no, a guente, utilizando extratores soxhlet por 8 horas e ava
liacao gravimétrica {ADAC, 1970). 0s acidos graxos presentes
no o0leo, foram determinados por cromatografia de gas usando
coluna com a fase liguida DEGS 10%, apbs esterificacido com me

tanol-—H2SO4 descrita por HARTMAN & LAGO (19737 .

34,3 CARBOIDRATOS

Foram avaliados os tecres de agucares soliveis
e polissacarideos nos graos provenientes de todas as amostra-
gens. A extragao de aglcares solveis foi efetuada com  &1-
cool etilico 70% (v/v) e a de polissacarideos com HClO, 52%
(v/v) no residuo da extracac alcdolica (TEIXEIRA et al, 1979),
tendo esses compostos sido determinados por colorimetria atra

ves da reacgdo com fenol-H 50, (DUBOIS et «l, 1956).

2
A marcha analitica foi a descrita a seguir:
a) extragao dos aglcares solliveis, da amostra
melda, com dlcool etilico 708 (v/v), seguida de centrifugacao;
b) o sobrenadante foi evaporado em banho-maria,
adicionou~se agua, filtrou-se e uma aliguota dessa solugdo foi
retirada;
¢) a aliquota tomada adicionou-se solugao de fe-
nol 5% (p/v) e acido sulflrico concentrado. Deixou-~se es—

friar em repouso e leu-se a 490nm em espectrofotimetro, ten-

do solugoes de glicose como padrio;
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d) o residuo livre de aglicares sollveis, recebeu
a adicao de HClO4 52% (v/v) e apds periodo de 30 minutos sob

agitagao e 60 minutos em repouso, tomou-se uma aliguota para

a reagao com fencl e &cide sulfirico e postericr leitura en

espectrofotometro a 490nm. A solugdo padrdo utilizada foi de

amido scolivel de batata.

3.4, NITROGENIO TOTAL

Determinou-se o teor de nitrogénio total em
graocs, nas fragles proteicas e nos extratos de pedinculos, va
gens e graos, obtides como descrito em 3.3.2.1.

A anédlise foi efetuada através da digestdc do ma
terial com H2SO4 concentrado utilizando como catalizadores mis
tura de HgO e K,S0,, seguida da adigao de H,0, (BATAGLIA et
al , 1978). O extrato obtido nessa digestio foi destilado em
sistema micro kjeldahl, sendo o destilado usado rara titula-

gao com acidc sulfirico diluido.

3.4.5 FRACIONAMENTO DE PROTEINAS

Efetuocu-se o fracionamento de proteinas de graos
amostrados nas colheitas correspondentes a 29, 52, 74 e 94
dias apds a floracao (DAF).

O fracionamento obedeceu ao esquema apresentado
na figura 10 onde se v& gue os grics foram moides e homogenei
zados para extragac das proteinas com tampao de fosfato pH
7,6 0,5M de NaCl, em almofariz na primeira extragéo, a nas

duas subsequentes a extracgao foi efetuada em tubos de centri-
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AMOSTRA (Nl)

hJ

molda e homogeneizada com tampac de fosfato pH 7,6

0,5M NaCl (3X)

W

centrifugacao

/

(N5) residuo

sobrenadante

didlise (temperatura
ambiente, &agua

corrente)
precipitado scbrenadante (Nj)
1 Fracao I
dissolugao com NaCl 0,2M
pH 7 0 (NalCOy)
rpH 4,7 {ac1do acetico)
precipitado N sobrenadante (NSJ
Fragao I1I Fragao III
Figura 10. Marcha esquematica para extracao de proteinas en

grao de soja. (Nj) - determinagOes de nitrogénio.
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fuga.

Apds a centrifugacao, no residuo determinou-se ©

teor de nitrogénio para avaliagac da extragao efetuada. O sO

brenadante foi dialiszado a temperatura ambiente, com agua des
tilada corrente por 10 horas. Apds a dialise centrifugou-se.
0 sobrenadante teve o teor de nitrogénio determinado e cons-

tituiu-se a fragao I e o precipitado foi redissclvido com so-

lucao de NaCl 0,2M, ajustando para pH 7,0 com solugao de
NaHCOy3. ApdOs a dissolugac das proteinas alterou-se o pH da
solugao com acido para pH 4,7. Atingindo esse pH ocorreu a

precipitacao de uma parte da proteina {fragao II) na gual foi
determinado ¢ teor de nitrogénic e a que ficou em solucgao
(fracao III) onde também determinou-se o teor de nitrogénio.

O tampac de fosfato pH 7,6 foi obtido pela mistu
ra de solugdo Na HPO, 1/15M e solugdo de KH,PO, L/15M. A es-
sa mistura foil adicicnado NaCl para valor final 0,5M e mer-
captoetanol para concentragao final de idum. O pH final veri
ficado fci de 7,59.

A tecnica utilizada baseia-se principalmente nas
relatadas por WOLF & BRIGGS {1956), HILL & BREIDENBACH (1l974a

e 1974b) e OCHIAI-YANAGI o+ qi, (1978).

5.4,6 Ureipeos

3.4,6.1 UREIDEOS TOTAIS

Para a determinagao de ureideos em pedinculcos, va
gens e graos do extrato descrito em 3.3.2.1, através de metodo

logia haseada em YOUNG & CONWAY (1942} e STREETER (1979), desg
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crita a seguir.
Tirou-se uma aliguota do extrato contendo 0,05 a
1 mg de ureldeos (alantoina + Acido alantdico) e transferiu-se

para balao volumétrico de 50ml, completando-se o volume a se-

guir.

Pipetaram-se 5ml desse balao para tubo de cultu-
ra, 25ml, adicionando-se 1 ml de NaOH 0,5N. O tubo foi agque-
cido em banho-maria e mantido por 7 minutos em ebulicao. C
mesmo foi feito para aliquotas de solucgdes padrac de alarioina
para concentragoes de 3,16 ug/ml a 15,8 ug/ml.

Apds a remogao do banho-maria o tubo foi imerso
em agua a I 20%c. Adicionou-se entao 1 ml de HCLl 0,5N e mais
algumas gotas para acidez em torno de 0,02N.

Em todos os tubos, amostra e padrao, colocou-se
1 ml de solugao de cloridrato de fenilhidrazina 0,33%. Agi-
tou-se, colocando-os, a seguir, em banho-maria & ebulicao
por exatamente 2 minutos.

Apds o que foram imediatamente imerscs em banho
de alcool etilico-igua em congelador a -10°C, por 3 minutos.

Em seguida adicionaram-gse 3ml de HCI concentrado
e colocando-se novamente no banho a -100C. Adicioncu-se, a
segulr, em cada tubc 1 ml de solucao de ferricianeto de potas
sio 1,€7%, homogeneizando bem.

Apbs 30 minutos completou~se o volume dos tubos
com adgua destilada e leu-se a sequir em espectrofotometro
Bausch-Lomb Spectronic 20 no comprimento de onda de 525nm.

As reagoOes envolvidas na determinacac de urei-
deos totais {alantoina + &cido alantdico) estdo indicadas na

figura 11.
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Figura 11. Reagoes envolvidas na determinacio de ureideos,

conforme YOUNG & CONWAY (1942)



3.4.6.2 ACIDO ALANTOTCO

Para andlise de teor de acido alantdico em pediin

€

o

1o

e

05 - Vagens-e-graos—utiltizou-se-a-mesma-marcha analitica des
crita em 3.4.6.1, porém sem o tratamento inicial de extrato
com NaOH 0,5N, que & utilizado para transformacac por hidroli
se de alantoina em acido alantdice. Dessa forma pode-se ava-

liar o teor de acido alantdico nas amostras.

5.0,€.3 ALANTOTINA

O teor de alantoinafoi avaliado vor diferenga en
tre os teores de ureideos totais (3.4.6.1) e aAcido alantdico

(3.4.6.2}).

5.4.7 ANALISES DE AMINOACIDOS

Os aminoicidos livres presentes nos extratos de
pedinculos, vagens e gr3os. como obtido em 3.3.2.1 foram ana-
lisados gquantitativa e gualitativamente através de anidlise em
analisador de aminodcidos Hitachi-Perkin-Elmer modelo KLA-3B
que utiliza o principio descrito por SPACKMAN et «1{1958), po
rém, com resina e tampdes para troca com ligantes (PERKIN-EL-
MER, 1969 e 1971), utilizando zinco comc metal complexante de

aminoacidos. Injetou-se cerca de 20/ug de N de cada extra

to e amostra.

Fol determinada, também, a composicao dos grios
em aminoacidos proteicos, utilizando hidrolise das amos-
tras em tubo de cultura sob atmosfera de nitrogénio gasoso

por 20 horas a 105-110°9C em estufa com circulacao de ar forga
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da, na presenga de HCl 6N. 2Apds hidrdlise filtrou-se e evapo
rou-se O &cideo, lavando-se com alcool etilico 75% (BLACKBURN,

1968) e finalmente levantando os aminocidcidos em tampdo de ace

tato pH 3,1, para posterior avaliagao da composicdo em anali-

sador de aminoacidos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAC

4.1 AclmuLo DE MATERIA SECA, OLEO, ACIDOS GRAXOS, PROTE]
NAS L CARBOIDRATOS DURANTE O DESENVOLYIMENTO DE FRU-
TOS DE SOJA

O desenvolvimento de frutos de soja, assim como
de muitos frutos, resulta dos seguintes eventos principais:
entrada de compostos translocados através do floema, recebi-
mento de agua e solutos conduzidos pelo xilema como resultado
da transpiragao e fixagdo pelo fruto de CO, proveniente da at
mosfera ou do espaco gasoso decorrente da respiracao das se-
mentes, conforme PATFE o# al {1977y,

O crescimento dos frutos verifica-se em trés fa-
ses distintas, a primeira com a expansac das vagens e cresci-
mento pequenc das sementes, a seqgunda onde além do crescimen-—
to da vagem h& rapido crescimento das sementes e a terceira
gquando h& deposicdo com intensidade maior de compostos de re-
Serva nas sementes e inicia-se a desidratagao do fruto, como

pode-se verificar nas Tabelas 2 a 9 e figuras 12 a 17.
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Porem, em fungdo do ano agricola as fases de

crescimento tiveram duracgao diferentes. Assim, no ano de

1978/79 que apresentou maior precipitacdo pluviométrica e me-

nor temperatura média durante o desenvolvimento dos frutos,
esse fol mais lento que no ano agricola de 1978/80.

A tabela 2 e figura 12, apresentam a guantidade
de matéria verde por Orgao, fruto, vagem e grido, durante o de
senvolvimento dos frutos nos dois anos agricolas estudados.
Por esses dados veé-se que no ano de 1978/79, o maior &alor
acumulado de matéria verde de fruto e vagem ocorreu aos 58
dias apds a floragao (DAF) e o grao aos 65 DAF. Ppara o
ano de 1979/80, isso ocorreu aos 43 DAF para fruto, vagem e
graos.

As tabelas 3 e 4 e figura 13, mostram os teores
e a quantidade de agua determinada por Srgydc durante o perio-
do de desenvolvimento do fruto nos dois anos agricolas. Esses
dados revelam que a partir de 65 DAF e 49 DAF, para 1978/79
e 1979/80, respectivamente, os frutos, vagens e graos comega-
ram a sofrer = desidratagac atingindo nessa fase também a sua
maturagao fisioldgica, com apresentacdo de amarelecimentoc de
vagens e graos, gue & um dos critérios utilizados por MARCOS
FILHO (1980) para identificagao da maturagac fisicldgica  de
soja.

Pelas tabelas 5 e 6 e figura 14, sdo apresenta-
dos os tecres e quantidade de matéria seca por drgao em fru-
tos, vagens e graos. Para o ano de 1978/79, o cultivar Santa
Rosa apresentou uma taxa inicial de aclimulo de matéria seca

no grao de 2,28mg/dia entre 22 e 44 DAF, tendo essa taxa no
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Tabela 2 - Quantidade de matéria fresca por Orgdc, fruto, va-
gem e grao, durante o desenvolvimento dos frutos

de soja, ¢v. Santa Rosa, nos anos agricolas de

1978/7% e 1979/80.

DAF Fruto Vagem Grao

mg /Srgac

Ano Agricola 1978/79

15 167,90 - -

22 340,20 253 90 17,90
29 454,40 339,80 81,90
36 552,30 368,50 99,90
44 692,20 372,40 134,50
52 1010,50 445, 30 286,20
58 1165,00 422,50 367,80
65 1104, 20 376,80 404,90
74 496,10 142,70 208,00
81 533,50 184,80 228,20
85 369,50 118,90 195,60
94 521,30 137,90 224,40

Ano Agricola 1979/80

15 : 278,43 348,88 16,82
22 494,38 372,68 76,12
29 722,40 372,15 147,21
36 875,72 308,72 242,25
43 1251,45 442,11 347,78
49 1127,60 278,45 314,83
57 477,32 113,65 157,32

64 447,66 116,46 153,62
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Figura 12. Quantidade de matéria fresca por 8rgio, fruto,

vagem e grao durante o desenvolvimento dos fru-

tos de soja cv Santa Rosa nos anos agricolas de
1978/79 (A) e 1979/80 (B).
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Tabela 3 - Teor de dgua em frutos, vagens e graos de soja cCv
Santa Rosa, durante o perliodo de desenvolvimento

dos_ frutos nos. _anos. agricolas de 1978/79 e 1979/80

DAF Fruto Vagem Grao

[
k]

Ano Agricola 1978/79

15 83,14 - -

22 82,42 82,46 84,75
29 79,79 718,12 81,71
36 80,61 76,57 71,35
44 70,55 68,83 71,37
52 68,64 16,47 61,50
58 66,90 69,78 63,48
65 63,59 69,80 55,48
74 31,62 31,32 28,18
81 6,40 15,92 9,09
85 11,59 4,58 7,40
94 8,62 8,27 8,26

Ano Agricola 1979/80

15 80,50 92,52 84,18
22 74,80 74,89 77,04
29 73,90 75,09 71,63
36 67,45 70,99 65,71
43 62,73 72,65 58,53
49 59,25 58,60 53,40
57 13,54 14,25 12,69

64 8,92 8,11 &,50




Tabela 4 - Quantidade de agua por Orgao, vagem, fruto e grao,
durante o desenvolvimento dos frutos de soja cv.

Santa Rosa nos anos agricolas de 1978/79 e 1979/80.

DAF Fruto Vagemn Grao

mg agua/orgac

Ano Agricola 1978/7%

15 139,60 - -

22 280,490 209,40 15,2

29 363,40 265,50 66,90
36 445,20 282, 20 71,30
44 488,30 256,30 131,70
52 693,60 340,50 176,00
58 779,40 294,80 233,50
65 702,20 263,00 224,60
74 156,980 44,70 58,60
81 34,10 29,40 20,70
85 42,80 5,40 14,50
94 44,90 11,40 18,50

Ano Agricola 1979/80

15 224,17 323,76 14,16
22 374,77 279,12 58,63
29 523,91 279,45 105,45
36 580,70 218,90 159,19
43 794,99 321,21 203,53
49 668,00 163,17 168,13
57 64,64 16,18 19,96

64 39,94 9,44 13,08
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Tabela 5 - Teor de matéria seca em frutos, vagens e graos de
soja cv. Santa Rosa, durante o periodo de desenvol

vimento dos frutos nos anos agricolas de 1978/79 e
1579/80.

DAF Fruto Vagem Grao

o0

Ano Agricela 1978/79

i5 le,86 - -

22 17,58 17,54 15,25
29 20,03 21,88 18,29
36 19,39 23,43 28,65
44 29,45 31,17 28,63
52 31,36 23,53 38,50
58 33,10 30,22 36,52
65 36,41 30,20 44,52
74 68,38 68,68 71,82
81 93,60 84,08 90,91
85 88,41 95,42 92,60
94 91,38 91,73 91,74

Ano Agricola 1979/80

15 19,50 7,49 15,82
22 25,19 25,11 22,98
29 26,09 24,51 28,37
36 32,55 29,09 34,29
43 37,27 27,35 41,47
49 40,75 41,40 46,59
57 86,46 85,75 87,31

654 91,08 91,88 91,50




Tabela 6 - Quantidade em matéria seca por orgac, fruto, vagem
e grao, durante o desenvolvimento dos frutos de S0

ja cv. Santa Rosa, nos ancs agricolas de 1978/7% e

1979 /80.
DAF Fruto vagem Grao
mg/Orgao
Ano Agricola 1978/79

15 28,30 - -

22 59,80 44,50 2,70
29 91,00 74, 30 15,00
36 107,10 86, 30 28,60
44 203,90 116,10 52,80
52 316,90 104,80 116, 20
58 385,60 127,70 134,30
65 402,00 113,80 180,30
74 339,20 98, 00 149,40
8l 499,40 155,40 207,50
§5 326,70 113,50 181,10
G4 476,40 126,50 205,90

Ano Agricola 1979/80

15 54,726 25,12 2,66
22 119,61 93,56 17,49
29 198,49 92,70 41,76
36 295,02 89,82 83,06
43 456,46 129,90 144,25
49 459,51 115,28 146,70
57 412,68 97,47 137,36

64 407,72 107,72 140,54
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Quantidade de matéria seca por Srgio, fruto, va-

gem e grao, durante o desenvolvimento dos frutos
de soja cv Santa Rosa, nos anos agricolas

de
1878/79 (A) e 1979/80 (B).



pericdo subseguente de 44 2 65 DAF, sido de 6,07 mg/dia, o}
gue representa um aumento substancial de aclmulo, atingindo o

maior aclmulo de matéria seca aos 81 DAF com 207,5 mg/grdac, a

taxa no periodo de 65 a 81 DAF foi de somente 1,70 mg/dia.

No fruto, no pericdo de 22 a 44 DAF a taxa de
acimulo de matéria seca foi de 6,55 mg/dia, no periodo de 44
a 65 DAF de 9,43 mg/dia e no periodo de 65 a 81 DAF de 6,09
ng/dia, atingindo 499,40 mg/fruto, maior acimule de matéria
seca, aos 81 DAF. Os frutos de scja neste ano apresentaram
em media dois graos.

No ano de 197%/80, Tabela 5 e 6 e Figura 14, o

cultivar Santa Rosa apresentou no periodo de 15 a 29 DAF una

taxa de actmulo de matéria seca de 2,79 mg/dia e no periodo
de 29 a 43 DAF esta taxa foi de 7,32 mg/dia, dos 43 aos 49
DAF de 0,41 mg/dia, apresentando um aclimulo de matdéria seca

menor que em 1978/79, sendo a maturacdo fisicldgica do grio
acs 49 DAF e o peso de 146,70 mg/graoc.

No fruto, periodec de 15 a 29 DAF, a taxa de aci-
nmulo de matéria seca foi de 10,30 mg/dia, de 29 a 43 DAF esta
taxa foil de 18,43 mg/dia e dos 43 aos 49 DAF de 0,51 mg/dia,
atingindo aos 49 DAF, o maior actumulo de matéria seca com
459,51 mg/fruto. O menor acimulo de matéria seca em 1979/80
pode ser devido as condigdes climidticas do ano, onde a tempe-
ratura média didria foi maior e o total de precipitacdo foi
menor gquando comparados a 1978/79. Isso porque segundo HOWELL
& CARTTER (1958) em condigoes de maior temperatura pode ocor
rer perda de peso da semente pela maior conversdo de aglicares

a 0leo e do aumento da respiragido. Pois na fase de acimulo
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de componentes do grao, esses autores verificaram em soja al-
to quociente respiratdrio assim como alta taxa de assimilacdo

de oxigénio, revelando a conversdo de acucares a compos tos

com menor niumero de atomos de oxigénio por atomo de carbono,
como por exemplo Olec. Além disso, pode ter havido uma condi
cao menos favoravel de translocagao de compostos da planta pa
ra o fruto, pois como verificou WENT (1956) para plantas de
tomate, ha uma correlagac inversa entre temperaturas acima de
20°C e translocacao, mostrando gue temperaturas mais elevadas
naoc sao tao boas como as menores para translocagfo de compos-
tos para as sementes.

As Tabelas 7, & e 9 ¢ as Figuras 15, 16 e 17,
apresentam  os resultados referentes a composigao guimica
dos graos durante o desenvolvimento dos frutos nos dois anos
agricolas estudados.

Os dados referentes a proteina foram obtidos pe-
la multiplicacao do teor de nitrogénic total por 6,25, embora
sabidamente no inicio do desenvolvimente dos graos héa alto
teor de nitrogenio nao proteico (KROBER & GIBBONS, 1962).

Pelas Tabelas 7 ¢ 9 ¢ Figura 15, vé-se que a
guantidade acumulada de proteilna nos graos fol maior nagueles
desenvolvides durante 0 ano de 1978,/79. Para o acumulo de
olec verificou-se que o teor final dos graos praticamente nao
variou nos dois anos de estudo. Em 19%78/79, o actmulo de dleo
nos graos se deu mais lentamente, atingindo ¢ maior valor aos
81 daf com 21,77% de Oleo, ao contrario, em 1979/80 verifi-

cou-se alta taxa de acumulo de 5leo nos gracs, gue atingiu o
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Tabela 7 - Variacao da composicac quimica durante o desenvol-
vimento de graos de soja cv. Santa Rosa, nos anos
agricolas de 1978/79 e 1979/80.

soluveis T EEEEE Biadiad

%/ms

Ano Agricola 1978/79

15 - - - -

22 52,06 - - ~

29 45,82 11,16 3,76 25,62
36 23,11 12,43 5,64 24,08
44 31,22 14,33 3,99 26,29
52 36,52 15,79 6,03 21,50
58 42,77 15,88 6,33 21,20
65 40,43 16,89 11,38 17,59
74 49,94 19,77 17,86 13,14
81 41,46 21,77 19,00 12,90
85 41,24 20,64 20,47 14,79
94 42,85 21,13 20,12 14,06

Ano Agricola 1979/80

15 43,37 3,67 9,16 32,57
22 42,69 9,94 8,67 35,82
30 37,00 14,89 8,01 20,60
36 37,19 21,95 10,26 25,00
43 33,06 22,64 18,29 25,24
49 39,06 21,92 19,94 20,84
57 40,62 22,31 20,23 20,51
64 41,31 21,55 19,02 19,69
(1) Nitrogénio total x 6,25
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Figura 15. Variagao na composicao quimica e actimulo de pro-

teina (%N.6,25) por grd3o durante o desenvoelvimen
to de frutos de soja cv Santa Rosa nos anos agré
colas de 1978/79 (A} e 1979/80 (B).
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valor maximo de 22,64% aos 43 DAF (Tabelas 7 e 8, Figura 17).

A temperatura moédia observada no periodo de de-

senvolvimento dos graos nos dois anos estudados mostrou que

1979/80 ocorreram temperaturas mais altas que em 1978/79, po-
rém nao suficientes para esclarecer as diferencas ocorridas
nc periodo de acumulo de &6leo pelos graos. No perlodo aproxi
mado de 20 a 40 dias antes da maturacgao dos graos € gue se ve
rificaram os maiores acréscimos no tecr de Oleo, e & exatamen
te nesse perlodo onde pode-se perceber melhor a agao das con-
digOes climaticas influenciando o actmulo daguele componente.

As condigoes climdticas de 1979/80, Figuras 8 e
9, mostraram menor intensidade de chuvas, (50,8mm de altura) e
maior temperatura média (259C) do que as observadas en
1978/79 que foram de 152,0mm e 22,2°9C, respectivamente. A cur
va de aclmulo de 6leo em 1979/80 mostra que a velocidade de
actmulo fol muito intensa, indicando que temperaturas mais
elevadas e menor precipitagao pluviométrica sao capazes de au
mentar a velocidade de deposigaoc de Oleo nas sementes em de-
senvolvimento quando ocorrem no periodo de aproximadamente 20
a 40 dias antes da maturacgac. Esse fato também foi verifica-
do por HOWELL & CARTTER (1953), gque revelaram que graos de so
ja colhidos no periodo de 4 a 6 semanas antes da maturagdo a-
presentaram alto quociente respiratdrio (taxa de CO, eliminado
para O5 consumido) e alta assimilagao de oxigénio, que coin-
cidem com a maxima intensidade de sintese de 0leo. Esses au-
tores, encontraram no periodo citado alta correlagéo entre ©
teor de Oleo nos graos e temperatura, indicando que o efeito

primario da temperatura €& sobre o estabelecimento do sistema
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Tabela 8 - Quantidade de proteina, &leo, aglicares soclliveis e
polissacarideos por grao de soja c¢v Santa Rosa du-

rante o desenvolvimento dos frutos, nos anos agri-

colas de 1978/79 e 1979/80.

DAF Proteina (1) Oleo Agugar;s Polissacarideos
soluveis

mg/grao

Ano Agricola 1978/79

15 - - - -

22 1,40 - - -

29 6,87 1,67 0,56 3,84
36 6,60 3,55 1,61 6,88
44 16,48 7,56 2,10 13,88
52 40,24 17,40 6,64 23,69
58 57,44 21,32 8,50 28,47
65 72,89 30,45 20,51 31,71
74 74,61 29,53 26,68 19,63
81 86,02 45,17 39,42 26,77
85 74,68 37,37 37,07 26,78
94 86,22 43,50 41,42 28,94

Ano Agricola 1979/80

15 1,15 0,09 0,24 0,86
27 7,46 1,73 1,51 6,26
30 15,45 6,21 3,34 8,60
36 30,89 16,23 8,52 20,76
43 47,68 32,65 26,38 36,40
49 57,30 32,15 29,25 30,57
57 55,79 30,64 27,78 28,17
54 58,05 30,28 26,73 27,67
() Nitrogénio total . 6,25.
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frutos de soja cv Santa Rosa nos anos agricolas
de 1978/79 (A) e 1979/80 (B).
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metabolico para conversao de acglcares a 6lec. SALLANS (1964)
também mostrou que baixa precipitagdo e temperaturas altas, le

vou a menor produtividade obtendo-se graos com relagdo dife-

rente de proteina e Oleo.

Durante o desenvolvimento dos frutos de scja cv
Santa Rosa nos dois anos agricolas foram verificadas tambeém
alteragoes na composigdo do dleo como pode ser verificado na
Tabela 9 e Figura 17.

Independente do anc de cultivo, verificou-se de-
créscimo nos teores de acidos graxos palmitico, estedrico, o-
leico e linolénico e aumento do teor de acido linoleico no
dleo. © acido linoleico apresentou correlagdo positiva com o

teor de 0leo nos graos, sendo os coeficientes de 0,80 e 0,98

para os anos de 1978/79 e 197%/80 respectivamente, significa-
tivos a nivel de 1% pelo teste t. 0s resultados mostram, tam-
bém, gue o teocr total de Acidos graxos saturados, palmitico e
estearico, diminuiu durante o periodo de desenvolvimento do

grao, enguanto o de insaturados, cleico, linoleico e linoléni-

co aumentou, provocando correlacao negativa entre o tecr de
6leo e o de acidos graxos saturades. Esses dados podem ser
evidéncia da sintese de Acidos graxos insaturados a partir

dos correspondentes saturados, como sugerem DUTTON & MOUNTS
{1966), INKPEN & QUACKENBUSH {(1969) e RUBEL et al {1972).
Pela Tabela 9, observa-se ainda gue no ano de
1978/79 os tecres dos acidos linoleico e lincl&nico foram su-
pericores e o oleico inferior acs encontrados para o 6lec ex-
traido de graos obtidos em 1979/80. Esses dados provavelmen-—

te sac resultantes da influéncia da maior precipitacgdo pluvio
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métrica que ocorreu no primeiro ano de estudo, ja que segundo
CHU & SHELDON (1979) quando plantas de soja foram cultivadas

em solo irrigado verificou~-se sempre aumento dos acidos lino-

leico e linolénico e decréscimo de oleico.

As Tabelas 7 e 8 e a Figura 16 apresentam dJdados
referentes ao teor de carboidratcs nos graos de soja durante
O desenvolvimento dos frutos. Os acglcares solQveis determina
dos sao principalmente compostos de sacarose, rafinose e es-
taquiose, que perfazem cerca de 99% dessa fragcao, conforme en
contrado por HYMOWITZ et al(1972). A quantidade de aglicares
solGveis por grdo foi maior no material desenvolvido en 1978/
79 do gue no cutro ano estudado.

Os polissacarideos presentes em graos de soja e
que foram determinados constituem-se principalmente de polis-
carideos acidicos, arabinanas e arabincgalactanas (SMITH &
CIRCLE, 1980), além de amido frequentemente detectado em
graos imaturos e que ndo estd presente no grio apds maturacao
(YAZDI-SAMADI et al, 1977). Assim como o0s outros componentes
dos graos de soja, 0s carboidratos também apresentaram dife-
rentes curvas de acUmulo em fungao das condicdes do meio que

diferiram nos dois anos agricolas estudados.

4,2 AcOMULO DE NITROGENIO TOTAL EM VAGENS E GRAOCS

A concentragao de nitrogénio total em frutos e
graos praticamente ndo sofreu variagdes durante o periodo de
desenvolvimento de frutos, embora haja diferenga quando anos

agricolas sao comparados, como mostram os dados apresentados
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nas Tabelas 10 e 1ll1. Por esses dados verifica-se que nas pa-
redes dos frutos, vagens, a concentragao de nitrogénio sofre

drastica redugaoc na maturagdo (Tabela 11}, evidenciando a

translocagac de compostos nitrogenados para 0s grios.

Pelo exame das Tabelas 10 e 11 vé-se gque embora
mais lentamente, os graos de plantas cultivadas em 1978/79
acumularam maior guantidade de nitrogénio, 1l4,llmg N/graoc, en
guanto o0s provenientes de plantas desenvolvidas em 1279/80
atingiram a 9,29mg N/grao.

Analisando os dados da Tabela 11, pode-se verifi
car gque a partir da 4a. semana de desenvolvimento do fruto
(30 DAF) as vagens deixam de acumular nitrogénio carreando es
te para os gracs. Na maturagdo apenas 17,09% de nitrogeénio
acumulado permanece nas vagens, ou seja, 82,9l% translocou-se
para 08 graos. Portanto, para © cultivar Santa Rosa, ano
1979/80, o fruto supriu a 14,16% das necessidades em nitroge-
nio dos graos. A partir dos dados obtidos representaram-se ,
Figura 18, os fluxos de nitrogénié para ¢ frutc e graocs e da
vagem para os graos. Estes dados sac semelhantes aos encon-
trados por PATE et al (1977) quando estudaram Lupinus albus.

O fornecimento de nitrogénio para os graos a par
tir de vagens se dia pela mobilizagao de compostos sollveis ar
mazenados e hidrdlise de proteinas desse 6rgao. A quantidade
de nitrogénio total soliivel por drgdo, vagem e grao, durante
o periodo de desenvolvimento de frutos & apresentada na Tabe-
la 10. Esses resultados evidenciam que a partir da 5a. sema-
na (36 DAF) os graos passam a épresentar mais nitrogénic soll

vel, passando a ser a regiao de consumo preferencial em rela-
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82.91
{15.87)

ioo(l)

(19.143' 2!

Figura 18. Fluxos de nitrogénio da planta para a vagem e
graos e da vagem para os graos durante o desenvol
vimento de frutos de soja, ano agricola 1979/80.

H distribuicao percentual do nitrogénio recebi-
do pelo fruto.

(?) mg N nas partes do fruto.

(3) consideram-se dois graos por fruto.
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cdo & vagem que tem diminuida a quantidade de nitrogénio soll
vel, este representado por aminoidcidos e ureldeos.

A partir dos resultados obtidos para soja cv San

ta Rosa, heste estudso, Verifida-se gué 85,84y das mecessidax
des de nitrogénio dos graos provéem diretamente de outras par-
tes da planta, principalmente folhas, nao se acumulando nas
vagens, embora circulasse por esse Orgac. Atribui-se as fo-
lhas esse papel desde gque as folhas 2 as paredes das vagens
sdo as principais fontes de redistribuigcdo de nitrogénio das
partes vegetativas para as reprodutivas de plantas de soja co
mo verificado por EGLI et al (1978).

Comparando cos dados de nitrogénio total em mg
N/grac com os de nitrogénio soliivel em pg/grao (Tabela 10)vé-
se gue nas primeiras semanas de desenvolvimento do fruto, os
graos apresentaram relativamente alta quantidade de compostos
nitrogenados nao proteicos, o gue diminui principalmente a
partir da 7a. semana (52 DAF) em 1978/79, guando deve-se 1in-
tensificar a deposigao de substancias de reserva (PATE ct al,
1977), proteinas. Aos 22 DAF o nitrogénio soliivel correspon-
deu a 22,24% do nitrogénio total dos graos, decrescendo rapi-
damente até& valor 0,95% aos 94 DAF. Também para graos de so-
ja, KROBER & GIBBONS (1962), BILS & HOWELL (1963} e RUBEL

(1970) verificaram a mesma tendéncia encontrada neste traba-

lho.
4,3 FRACOES PROTEICAS NOS COTILEDONES DE GRAOS DE SOJA

Na Tabela 12 sao apresentados os dados da distri

buicao de nitrogério em frag¢des proteicas isoladas durante o
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desenvolvimento de gracs de soja. Verifica-se gue no inicio
de desenvolvimento (29 DAF) a eficiéncia de extracao de pro-

teina em tampao fosfato, pH 7,6, foil menor, 72,39%, do gue en

graos com 94 DAF, 88,71%2. Provavelmente, isso ocorre cono re
flexo da maior quantidade de proteina organelar nao extraivel
em células jovens como também considerou RILL & BREIDENBACH
(1974b) . As proteinas precipitadas em pH 4,7, fragao II, pre
dominam durante o desenvolvimento dos graos, 63,39 a 73,64%;
seguidas das scolaveis apds didlise do extrato proteico bruto,
fragac I, 16,89 a 28,75%; e as solliveis em pH 4,7, fragao III,
foram as menores, 7,84 a 13,58%. Houve uma tendéncia das fra
goes proteicas I e III diminuirem com a maturacao dos grios,
quando se verifica a distribuicdo porcentual das fragoes, en=
quanto a fragdo II teve sua participacgio sempre crescente
atingindo a 73,64% do nitrogénio totalizado pelas trés fra-
gOes avaliadas. Esse valor & semelhante ao valor obtido por
FURUSHIMA (1369), 77,5%, que utilizou a precipitagdc isoceld-
trica a pH 4,5 para separar as proteinas de grdos de soja. Es
se autor também encontrou que 8,75% das proteinas permaneciam
soliiveis a esse pH, o que também & semelhante ao que se veri-
ficou no presente trabalho, 9,453,

As fragoes TII e IT distintas pela caracteristi-
cas de solubilizar ou na3c a pH 4,7, seriam do tipo vicilina
(DERBYSHIRE et «l, 1976), 7 S %, P glicinina {(THANH & SHIBASAKJ
1976) ou ¥ ,B -conglicinina (CATSIMPOOLAS, 1969) e do tipo legu
mina, 11 § glicinina ou glicinina (CATSIMPOGOLAS, 1969; DERBY=-
SHIRE et al, 1976; THANH & SHIBASAKI, 1976), respectivamente

r

descritas para soja ou sementes de outras leguminosas. HNeste
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estudo, poréem, preferiu-se nao dar nomes particulares a essas
fragoes, ja que nac se determinou a pureza das mesmas. Por ou

tro lado, a nomenclatura para proteinas de soja apresenta gran

de dificuldade de ser aplicada, pecis como ceonsiderou WOLF
(1980) falta um sistema de aceitacdo geral.

HILL & BREIDENBACH (1974Db) verificaram que nocs
estdgios iniciais de desenvolvimento de grdos de soja predomi
nava a fragéo proteica 2,2 S gue decrescia atraves da matura-
caoc, sendo as fragoes 7,5 S e 11,8 S sintetizadas mais tar-
diamente. Entre essas nao se detectou diferenca no inicio de
sintese, ao contraric do verificado entre as proteinas compo-
nentes da ﬁragéo 7 S. HA de se considerar, entretanto, que
as fragoes 7 S e 11 S encontradas no inicioc do desenvolvi-
mento dos graos nac sao as mesmas, embora com coeficiente de
sedimentagao igual, presentes nos graos nos estagios finais
da maturagao (OCHIAI-YANAGI et al, 1978), j& que apresentam
caracteristicas imunoeletroforéticas diferentes.

Os dados obtidos, Tabels 13, nao mostraram diferen-
¢a no inicio de sintese e aclmulo entre as fracgOes isoladas.
Porém, aos 29 DAF a fragcao II j& predominava, crescendo em ta
xa elevada até 52 DAF quando a sintese e acUmule se intensifi
caram e assim permanecendo até 74 DAF. A fragao I teve taxa
de sintese e actmulo praticamente inalterada entre 29 e 74 DAF

sendo mais elevada gue a fragdo III. Esta apresentou acimu-
lo mais intenso entre 52 e 74 DAF.

Quando se verificam os dados revelados em 4.1, Ta
bela 8 e Figura 15, vé-se que o periodo principal de acamulo

de proteina nos graos foi de 44 a 65 DAF, o gue se aproxima
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Tabela 13 - Quantidade de nitrog@nio nas fragcoes proteicas

1878/79.

por grao (mg N/fragdo proteica.grao) de soja
‘Santa Rosa',

H

mg N nas fragoes ppoteicas(l'2 ResIduo N Total

DAF

I 1T I1T mg N mg
29 0,15 0,43 0,09 0,30 1,10
52 1,26 2,78 0,34 1,20 6,44
74 2,02 6,36 1,02 0,89 11,94
94 1,68 7,34 a,94 1,59 14,12
()

(%)

Fragoes proteicas:

mg nitrogenio por grao

Soluvel apds diilise;
Precipitado em pH 4,7;
Solavel em pH 4,7.

em cada fragao proteica e residuo.
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do verificado para a principal fragao proteica isclada, fra-

gao II, e do obtido para soja cv Santa Rosa por SILVA et al

(1581) .

As diferentes taxas de depcsigao das diversas
proteinas em gracs de soja durante o periodo de maturacio pro
vocam variagao quantitativa nos aminoicidos ai presentes, co-
mo verificaram DERBYSHIRE et «/{(1976), YAZDI-SAMADI et al
(18977), WOLF (1980) e SMITH & CIRCLE (1980}, até a composicao
final observada em graos maduros. Na Tabela 14 & apresentada
a composigao em aminoacidos de griocs de soja com 94 DAF, ou
seja no final do perlodo de maturagdo para o ensaio realizado
em 1978/79. De maneira geral os dados sdo concordantes com
©s relatados por SGARBIERI (1980) para o mesmo cultivar e nor
SMITH & CIRCLE (1980} para outros cultivares. Como na maioc-
ria das leguminosas o teor de lisina & elevado, 0 que & de
grande importancia na complementagio de proteinas de cereais,
normalmente pobres nesse aminoicido (SGARBIERI, 1980).

Comparando-se 0s teores dos aminoacidos essen—
ciais presentes nas proteinas de grios de soja com os de pro-
teina de ovo tomada como padrdc (SMITH & CIRCLE, 1980) verifi
ca-se gue 05 aminoacidos limitantes do valor biolégico dague-
las proteinas sadoc os sulfurados, metionina e cistina, gue
apresentam teores baixos. A metionina & limitante por ser es
sencial, enguanto a cistina embora nao essencial, & de impor-
tancia na alimentagac animal por sua sintese se dar a partir

de metionina, tornando-a mais escassa (CARELLT ez al, 1981).
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Tabela 14 - Composicado em aminocdcidos de graos maturos de so-

ja cv Santa Rosa.

Aminoacidos mg aminodcido/lémg N
Lisina (%) 6,54
Histidina 2,72
Arginina 9,61
Acido aspartico 11,33
Treonina (l) 4,06
Serina 5,57
Acido glutamico 18,08
Prolina 4,20
Glicina 4,21
Alanina 4,18
Cistina (2) 0,79
valina (1) 5,33
Metionina (1’2) 1,29
Isoleucina (l) 4,74
Leucina (1) 6,67
Tircsina 3,35
Fenilalanina (1) 4,45
AmdGnia 2,61

(1)  Aminodcido essencial
(%) Aminoacido que sofre perda por oxidagao durante hidrdli-
se acida.
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4.4 CoMPOSICAO DA FRAGAO NITROGENIO SOLUVEL EM PEDONCULO,
VAGENS E GRAOS

A translocagao de compostos nitrogenados da nlan
ta para os frutos se da através do xilema e floema, este con-
tribuindo com cerca de 90% do nitrogénio que chega as semen-
tes (PATE et al, 1977). Durante os estdgios iniciais de de-
senvolvimento do fruto hd aclmulo de nitrogénio nas vagens
desde que ocorre excesso em relacao ds necessidades para a
produgao de matéria seca no fruto. Por@m, essas reservas sao
rapidamente metabolizadas e utilizadas taoc logo o gra3o inicie
o processo de deposigac de proteinas de reserva. Na Tabela
15, sao apresentadas as quantidades de nitrog&nio total soli
vel por Orgao durante o desenvolvimento de frutos de soja.

Pode-se verificar que no pedinculo hid maior quan
tidade de N até 29 DAF, indicando transferéncia mais elevada
de nitrogéenio para os frutos nas primeiras semanas apbs ¢ flo
rescimento, decrescendo entdo até 52 DAF e mais intensamente
a partir de entac até a maturagao do fruto. Deve-se ressal-
tar que nas Ultimas semanas, apds 81 DAF, o nitrogénio verifi
cado nos pedinculos ndo corresponde a compostos sendo translo
cados pois os graos se encontram apds processo de desidrata-
ao nao mais incorporando matéria seca (Tabelas 3, 5) e mesmo
o0 sistema de translocagao dessas partes da planta j& deveria
estar conprometido.

Na vagem o acumulc de N gollvel atinge os maio-
res valores no periocdo de 29 a 44 DAF, decrescendo a partir

de entao. A mobilizacac de compostos aminados das vagens &
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Tabela 15 - Quantidade de nitrogénio total solfivel {(1g/0rgaon)
em pedinculo, vagens e graos durante o periodo de
desenvolvimento dos frutos, 1978/79.

DAF Pedinculo Vagem Grao
g N
22 117,00 457,02 46,54
29 142,14 747,56 65,52
36 40,70 700,15 159, 84
44 55,51 732,04 202,95
52 66,77 643,42 228,96
58 21,24 507,00 257,46
65 26,19 37,68 242,94
74 20,24 28,54 124,80
81 23,20 36,96 91,28
85 13,30 11,89 136,92

94 17,76 41,37 134,64
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verificada principalmente entre 52 e 65 DAF (Tabela 15) gue &
o periodo principal de deposicao de proteinas de reserva (Ta-
belas 10 e 13). Nos graos a guantidade de nitrogénio solivel
atingiu seu maior valor aos 58 DAF, sendo entre 44 a 65 DAF

o pericdo em gue mais N soltGvel estava presente. Portanto, o
actGmulo de nitrogénio nos gracs inicicu-se ands cessar o das
vagens, a semelhanca do verificado por MATSUMOTO et al (1977a)
em soja e OLIKER et gl (1978) em feijao. A variagao na guan-
tidade de nitrog@nio soliivel nessas partes da planta, pedincu
lo, vagem e grdocs, durante o desenvolvimento dos frutos estd
representada, também, através da Figura 19.

Para plantas de soja, o nitrogénio soliivel presen
te nos pedinculos & composto de aminodcidos e ureideos (MATSU
MOTO et al 1977a, 1977b; STREETER, 1979), nas vagens ha predo
mindncia de ureideos (FUJIHARA et ail, 1977; MATSUMOTO et al
1977b; HERRIDGE et al, 1978; STREETER, 1979) e nos graos, de
aminoacidos (MIPLIN & LEA, 1976; STREETER, 1979; THOMAS &

SCHRADER, 1931).

4,4,1 AminoAcipos

Na Tabela 16 sd3o apresentados os varios aminoéci
dos livres presentes no pedinculc e portanto sendo transloca-
dos para os frutos. A amida asparagina & predominante desde
gque em média representa 60%, base molar, dos aminoacidos 1li-
vres detectados (Figura 20). Por esses dados verifica-se que
asparagina tem participacgao aumentada apds 52 DAF chegando a
representar aproximadamente 80% dos aminoacidos aos 74 DAF.

Essa amida & o principal transportador de nitrogénio em legu-
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Tabela 16 - Composigdo em aminodcidos livres e amdnia (mol %)
da fragao nitrogénio s.livel de pedinculos duran-

te o desenvolvimento de frutos de soja.

Aminocaci Dias apds o florescimento (DAF)

dos (1) T 29 36 44 52 58 65 74
Lys 0,55 0,30 0,34 0,10 -(2) - - -
His 10,97 5,21 5,23 14,24 10,57 10,61 5,22 2,88
NH 3 12,50 7,96 4,29 11,76 11,34 10,21 11,84 11,43
ASD - 11,89 12,2¢9 7,30 11,13 4,00 2,30 -
Thr 6,21 4,00 11,20 - - 8,51 9,61 -
Ser 9,69 2,63 3,12 1,15 2,64 1,85 0,46 0,44
Glu - 2,14 1,12 0,89 0,72 1,01 - -
Gly - 0,22 0,73 0,45 - 0,24 0,42 1,08
Ala - 2,80 4,41 2,08 1,68 5,59 8,57 3,15
Val - 2,00 2,28 1,15 1,85 0,88 - 0,08
Ile 1,20 2,91 0,34 1,76 - - - 0,50
Leu 0,81 0,29 0,39 0,49 - - - 0,46
Tyvx 0,52 0,35 0,28 0,07 - - - -
Phe 0,69 0,60 2,22 0,31 - - - -
Asn 56,42 56,33 51,55 537,34 59,87 56,88 61,58 79,98
Gln 0,44 0,37 0,30 0,56 0,20 - - -
(l) Utilizam-se para os aminodcidos abreviaturas segunto PATE

et al (1975).

2 - . .
{") Ausencia do composto nas amostras analisadas.
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minosas que fixam nitrogénio biologicamente e nao produzem
ureideos. Entretanto, nas gue hi& predominincia de ureideos, es
sa amida ainda assim & o principal composto dentre os aminod-
cidos como evidenciado neste trabalho e nos de PATE et al
(L969), STREETER (1972a) e SCOTT et ai (1978).

Dos aminodcidos translocados, presentes no pedin
culo, deve-se destacar a participagao relativamente elevada
de histidina (Tabela 16, Figura 20), o gue nao tem sido rela-
tado para outras leguminosas. Essa presenga mais Significati
va poderia decorrer do fato da biossintese de histidina estar
estreitamente relacionada com o metabolismo de vnurinas. Ha-
vendo em ambos os caminhos biossintéticos a participacao de
PRPP (ribosilpirofosfato-5-fosfato) e tambén no da histidina
haver formacgdo de precursor de purinas através de rompimento
do anel purinico da ATP (trifosfato de adenosina) que & parti
Cipante da biossintese desse aminoacido (COHEN, 1967; DAVIES
et al, 1969; LENINGHER, 1976). A razio proposta & suportada
pela elevagao da biossintese de purinas nos nédulos {MATSUMO~
TO et al 1977a, 1977b) durante o enchimento de graos de soija,
que degradadas dac origem a alantoina e acido alantdico, 08
principais transportadores de nitrogénio nestas plantas duran
te o0 estagio reprodutivo.

Os outros amincdcidos principais foram acido as-
partico, treonina, serina e alanina que representaram em mé-
dia e base molar, 23% dos aminoacidos translocados para os
frutos (Tabela 16, Figura 19).

Nos graos o nitrogénio solivel & comnosto princi

palmente por aminofcidos livres (90%). A composicgac da fra-
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¢ao aminoacidos livre & apresentada na Tabela 17 e Figura 20.
Esses dados mostram acido gluta@mico (27%), asparagina (20%) ,
alanina (38%), treonina (7%), arginina e histidina (5,3%), aci
do aspartico (4%) como os principais aminoacidos livres pre-
sentes nos graos durante ¢ desenvolvimento de frutos de soja.
Os valores percentuais indicados sao médias do periodo de 22
a 74 DAF.

A composigao em aminoacidos encontrada nos griaos
resulta da ampla metabolizagao de ureideos e aminoacidos transg
locadeos para esses Orgacs, como refletida na tabela 14.

Em relagao aos aminoacidos translocados (Figura
20) ha diminuicao do teor de asparagina, histidina, acido as-
partico e serina, elevagao do teor de acido glutémico e alani
na, sintese de novos aminodcidos como arginina nao presente
dentre os translocades (Tabelags 16 e 17).

Como verificou PATE {1980} a sintese de arginina
resulta a redistribuigao de nitrogénic principalmente a par-
tir de amidas. Em graos de soja, portanto, de asparagina.
Acido glutamico e alanina sao importantes participantes nas
interconversoes entre amincidcidos antes de serem incorporados
ds proteinas de reserva (BIDWELL et «l, 1964; MIFLIN & LEA,
1976; BAUER et «l, 1977a, 1977b), o que & compativel com o au

mento verificado para esses dois aminodcidos neste trabalho.

4,4,2 URrReipeos

Na Tabela 18 sao apresentadas as quantidades de
ureidecs e nitrogenio de ureideos no sistema pedGnculo-fruto

durante o desenvolvimento de frutos de soja.
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Composigao em aminofcidos livres e amdnia {mol %)
da fragao nitrogénio solivel de graos durante o

desenvolvimento de frutos de soja.

Dias ands o florescimento (DAF)

29 36 44 52 58 65 74

0,79 0,80 0,42 0,37 0,43 0,19 0,15
4,66 - (2} - - - 7,07 3,18

15,87 11,09 15,42 10,54 16,41 16,74 10,58

1,14 - 2,22 ”, 47 1,60 6,13 2,92
G,35 - 6,22 0,56 0,53 1,41 2,08
- - 0,06 0,11 - - 0,39
i, 10 - 0,06 G,09 - 0,34 3,02

26,88 19,57 20,62 30,32 16,00 21,30 10,88

Tabela 17 -
Aminoaci

dos(l) 22
Lvs 0,51
His 7,22
NH 5 10,70
Arg 8,36
Asp 4,31
Thr 11,76
Ser 3,74
Glu 9,09
Gly 2,44
Ala 6,90
Val 7,24
Ile 6,30
Leu 1,74
Tyr 0,53
Phe G,57
Asn 18,59
Gln tr(3)
h)

Utilizam-se para os aminoicidos abreviaturas segundo PATE

2t al {19
Auséncia

Tragos.

75)

do composto nas amostras analisadas
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Comparando-se as Tabelas 15 e 18 verifica-se que
no pedinculo ¢ nitrogénio contido em ureideos representava, em
média, cerca de 53% do N total solivel translocado. Na vagen
© N-ureideos acumulado consistiu, em média, de 72% do nitrogé
nio total solivel e nos graos representava aproximadamente 8%,

para o periodc de 22 a 74 DAF (Figura 19).

Portanto, em cconcordancia com o verificado por
outros autores (MATSUMOTO et al, 1977a, 1977b: FUJIHARA &
YAMAGUCHI, 1978; STREETER, 1979; REYNOLDS et al, 1982) emn

plantas de soja inoculadas com Rh<zobium e portanto fixando
N, atmosférico, os principais compostos translocados de nitro
génio sép os ureldeos, alantoina e acido alantdico, pelo me~
nos quando os frutos estio se desenvolvendo (Tabela 18, Figu-
ra 19}).

Nos pedinculos o valor mais elevado de ureideos
ocorreu aos 22 DAF decrescendo a partir de entdo. Nas vagens
© valor maximo de actimulo de ureideos ocorreu aos 29 DAF, de-
crescendo de maneira gradativa atd 58 DAF e entio mais forte-
mente até a maturagdo dos grios. O decr@scimo assinalado cor
responde & translocag@o desses compostos para os graos onde
sao metabolizados.

Na Tabela 19 sao apresentadas as quantidades de
ureideos separadamente como alantoina e Acido alantdico em pe
dinculos, vagens e graos durante o desenvolvimento de frutos
de soija.

Tomando como referéncia a média dos valores no
periodo de 22 a 81 DAF, temos que o Acido alantdico correspon

deu a 51,48 e 60% dos ureildeos totais presentes em pedinculo,
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vagem e graos, respectivamente. No pediinculo atéd 36 DAF hou-
ve predominancia de alantoina e a partir de entdo de acido
alantoico.

A enzima alantoinase responsivel pela transforma
¢ao de alantoina em dcido alantdico esti presente e ativa em
varias partes das plantas como folhas, caules, etc. (TAJIMA &
YAMAMOTO, 1975; HERRIDGE 2% gl , 1978; THOMAS et al , 1980; THO
MAS & SCHRADER, 1981). Isto justifica os dados obtidos onde
ha ligeira predomindncia de &cido alantdico sobre alantoina
no pedinculo. STREETER (1979) mostrou a participacao maior
de alantoina (60:40) quande do transporte de nitrogenio para
oS frutgs de soja, entretanto, THOMAS & SCHRADER (1981) e REY
NOLDS et al (1982) mostraram adcido alantdico como o principal
componente dos ureideos totais transportados. Os dados da Ta
bela 18, no entanto, e de maneira geral refletemrum equili-
brio entre esses dois compostos nos pedinculos e frutos.

Cs dados apresentados nas Tabelas 18 e 19 suge-—
rem que os ureideos, alantoina e acido alantdico, recebidos
pelos frutos acumulam-se nas vagens onde sac transferidos pa-
ra as sementes sem sofrerem transformagOes significativas. Is
to & evidenciado pelo valor de acido alantdico nas vagens, em
média 49% dos ureideos totais. Porém, a baixa concentragao
de ureldeos (8%) e a predomindncia de acido alantdico (60% dos
ureideos) nos graocs refletem a rapida degradacao de ureideos
recebidos a partir das vagens, o que também, tem sido relata-
do por outros autores (FUJIHARA et al , 1977; THOMAS & SCHRADER,
1981). Essa metabolizacao deéorre inicialmente, da alta ati-

vidade de alantoinase nos grdos (FUJIHARA et ql, 1977; HERRIDGE
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et al, 1978), além da presenga de alantoicase e urease que
sao responsaveis pela degradacao de acido alantdico a glioxi-
lato e uréia e desta a amonia, respectivamente (THOMAS &
SCHRADER, 1981). A amdnia resultante & incorporada a Aacidos
organicos e aminodcidos e amidas que posteriormente farao par

te de proteinas diretamente ou apds outras transformacoes.

4.4,3 BALANCO DE DISTRIBUICAO DE COMPOSTOS AMINADOS
EM FRUTOS DE SOJA

A partir dos dados apresentados nas Tabelas 15 a
19 e Figuras 19 e 20 foi vossivel avaliar a provavel contribui
cdo dos compostos envolvidos no transporte de nitrogénio cara
satisfazer as necessidades dos frutos e graos de soja. Para
tanto, foram utilizadas as médias de concentragao de alantoi-
na, acido alantdico, asparagina, histidina e demais aminodeci-
deos nos pedinculos, vagens e gréos durante o periodo de 22 a
74 DAF.

Como resultado elaborou-se o esquena apresentado
na Figura 21, onde siao mostradosAos fluxos de nitrogénio da
planta para o fruto e grdos e da vagem para os gracs durante
¢ seu desenvolvimento. Nesta figura sdo indicadas as fontes
de nitrogénio e a participagac relativa das mesmas para cada
100 unidades de nitrogénio recebidas pelos frutos.

Assim, 53% do nitrogénio solfvel recebido pelo
fruto & proveniente de ureideos, sendo 26% através de alantol
na e 27% de acido alantdico. Esses compostes acumulam—se nas
vagens antes de serem transferidos gradativamente para os

graos. Essa translocacfo, cerca de 52% do nitrogénio soltvel
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Figura 21. Fluxos de nitrogénio da planta para o fruto e graos
e da vagem para os graos durante o desenvolvimento
de frutos de soja, indicando a possivel contribui-~
gao de cada compostb envoivido no transporte de ni-
trogénio.

(1 DistribuicZo percentual do nitrogeénio recebido
prelo fruto.
(¢} Substancia predominante.

(3) consideram-se dois graos por fruto.
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total, se d& principalmente no periodo em gue os graos inten-
sificam a deposicac de proteinas de reserva. Aproximadamente
0,8% do nitrogé€nio permanece nas vagens apds maturacao dos
graos como ureideos.

O restante do nitrogénio, 47%, provém de varios
amincacidos, com destaque para a amida asparagina, 28%, histi
dina, acido aspartico e trecnina, 4% cada e alanina 2% do ni-
trogénio total recebido durante ¢ desenvolvimento do fruto.
Os amino&dcidos sio transportados diretamente para 0s graos,
conforme evidencia a baixa participagao relativa dos mMesmos
no total de nitrogénio sollGvel das vagens. Cerca de 2,3% de
nitrogénio permanece como aminoidcidos nas vagens apds matura-
¢ao dos grdos. No esquema apresentado na Figura 21 essa guan
tidade de N-aminodcidos & considerada como parte do fluxo de
aminoacidos para os frutos, porém, poderia ser resultante de
metabolizagao de ureideos nas vagens desde gue, embora menos
efetivo, o sistema enzimdtico necessdrio para tanto esta pre-
sente.

Esses valores indicam que asparagina, alantoina
e dcido alantdico contribuem individualmente com guantidades
semelhantes de nitrogénio, e juntos perfazem a 80% de todo o
nitrogénio translocado para o fruto.

Nos graos os ureideos sao degradados via alantoi
nase~alantoicase—~urease liberando amdnia que & incorporada a
&cidos organicos e aminoicidos. Esses novos aminodcidos irio
somar aos translocados diretamente para os grdos constituindo
um total de 96% do nitrogénio transportado para os frutos, fi

cando prontamente ou apds cutras transformagdes disponiveis
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para a sintese proteica. Na maturacao dos grdcs, 0,1 e 0,83
do nitrogeénio recebido pelo fruto permanece como ureideos e
aminoacidos livres, respectivamente.

Embora resultante de interpretacdo de dados dife
rentes, nitrogénio total, o balanco da distribuigao de nitro-
geénic nos frutos de soja apresentadc na Figura 18 & concordan

te, de maneira geral, com o pxroposto nessa discussao (Figu-

ra 21).
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5. DISCUSSAD GERAL

Os dados apresentados revelam marcante influeén-
cia das condigoes do meio, precipitacdo pluvial e temperatura
gque variaram nos dois anos do estudo, sobre o ritmo de desen
volvimento de frutos e gracs de soja como mostrado nas Figu-
ras 12 a 14 e Tabelas 2 a 6 e por varios autores (COLLINS &
HOWELL, 1957; COLLINS & SEDGWICK, 1959; MATINI & BAINS, 1965;
TEIXEIRA et gl 197%a, 1979b; TANGO et al 1974a, 1974b, 1974c,
19748) . Como reflexo dessa influéneia o peso seco final, mé-
dio, de graos obtidos em 1978/79 foi 46,50% maior que o©s  de
1979/80. ©Porém, a taxa de aciinulo de matéria seca em se con-
siderando todo o periodo de enchimento dos grios nao diferiu,
sendo de 2,19mg de matéria seca.dia_1 para os dois anos agri-
colas. HNo principal periodo de actmulo de matéria seca nos
gracs a taxa verificada foi de 6,07 e 7,322mg de matéria seca.
dia - para 1978/79, 44-65 DAT e 1979/80, 29-43 DAF, respecti-

vamente. Nesses perlodos de 21 e 14 dias foram acumulados

aproximadamente, 64, 53, 44 ¢ 62% das substancias de reserva
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proteina, Oleo, aglicares solllveis e polissarideos para © ano
de 1978/79 e 56, 87, 86 e 76% dessas substancias, respectiva-
mente, no ano de 1979/80. Esses dados evidenciam que o aumen
to na quantidade de matéria seca dos grdos nesse periodo & de
vido, em grande parte, ao aclmulc das principais substancias
de reserva, proteina e &leo, nos cotilédones, o que foi veri-
ficado também por BILS & HOWELL (1963), RUBEL ¢t al (1572) e
YAZDI-SAMADI et gl (1977). Mesmo apds o inicio da desidrata-
gao dos graos prossegue a deposicac de substdncias de reser-
va, Figuras 15 a 17 e Tabelas 7e 9, a semelhanca do relatado
por RACKIS {1979).

A composigdo do dleo, sensivel 3s condicdes do
meioc (SALLANS, 1964; CHU & SELDON, 1979; TEIXEIRA 2zt al 1982),
variou mostrando acréscimo de acidos linoleico e linolénico e
decréscimo de oleico associado a maior disponibilidade de
adgua no ano agriceola de 1978/79, além de decréscimo de Acidos
graxos saturados e consequente elevacao dos insaturados du~
rante o desenvolvimento dos graos como reflexo da sintese des
tes a partir dos correspondentes saturados (DUTTON & MOUNTS,
1966; INKPEN & QUACKENBUSH, 1%69 e RUBEL et al, 1972).

A sintese e deposicdo mais intensa de proteina,
Tabelas 9, 11, 13 e 15, & representada pelo aclimulo principal
mente de proteinas passiveis de precipitacio a pH 4,7 (Fracao
IT), gue sac do tipo legumina ou seja 11 S glicinina {CATSIM
POOLAS, 1569; DERBYSHIRE et al, 1976; THANH & SHIBASAKI, 1976 ;
FUKUSHIMA, 1969). Essa fracao proteica representou, em me-
dia, 69% das proteinas de reserva, sendo detectada desde as

fases iniciais do desenvolvimento dos graos. HNo ano de
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1978/79 os graos apresentaram na maturacao 66% a mais de ni-
trogénio total do que os obtidos em 1979/80. Estes resulta-
dos refletem a corrélagido positiva entre peso de graos e con-
telido proteico verificado anteriormente (TEIXEIRA et al,
1982).

O nitrogénio necessirio para a sintese protei-
ca nos grdos & transferido a partir da planta na forma princi
palmente de alantoina, Acido alantdico e asparagina {Tabelas
15 a 19, Figuras 19 a 21}. Esses compostos translocam-se di—-
retamente para os graos (asparagina) ou sao acumulados ini-
cialmente nas vagens (alantoina e dcido alantdico). Durante
o periodo de enchimento dos graos a participacado relativa de
ureldeos e aminoadcidos na translocagdo de nitrogénio sofre al
teragées. Assim, verifica-se (Tabelas 15 a 17 e Figuras 19 e
20) tendéncia de aumento na participagao de asparagina no
+rranslocado com consequente decréscimo, e de maneira acentua-
da, de ureldeos. Este decréscimo é devido em parte, & defi-
cidncia na translocagido de carboidratos para os nddulos - das
plantas em razao da competicao entre raizes e frutos (sULOW ,
1978), o que provoca o declinio da atividade de fixacao bhiold
gica de nitrogénio atmosfarico (NEYRA, 1978; PHILIPS, 1980) e
nortanto, da sintese de ureideos a partir de nitrogénio re-
cém~-fixado (SCHUBERT, 1981).

Os teores madios de ureideos e asparagina pre-
sentes em pediinculo e graos, Tabelas 16 a 18, sugerem cIuee
aproximadamente 67% da asparagina e 98% dos ureideos recebi-
dos pelos graos sao metabolizados dando origem a aminodcidos

necessarios para a sintese proteica. Essa ampla metabeoliza-
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cao de ureldeos e asparagina ja tem sido relatafla para soja e
Lupinus  (ATKINS et al 1975; FUJSIHARA et al, 1977; THOMAS &
SCHRADER, 1981).

As Figuras 18 e 21 gumarizam e sugerem a possi~
vel contribuicaoc dos conmpostos aminados no transporte e re-
distribuigéo de nitrogenic no sistema fruto de plantas de so~
da, & partir dos dados obtildos para O cultivar Santa Rosa cul
+ivada em condigoes de campo € inoculada comn Rhizobium Japo~
nicwm para assegurar a fixagao bioldgica de nitrogénio atmos
férico, Nestas representagaes destaca-se a alta eficiéncia
de redistribuicao de nitrogénio das vagens para 0S graos,
83%, contribuindo para due aproximadamente 96% do nitrogénio
recebido pelo fruto seja acumulado CONO proteina nos qraos, CO. -
mo também verificou PATE et al (1977) para bupinus. Alantol-
na, acido alantdico e asparagina transportam 80% 4o nitrogé-
nio necessario ao desenvolvimento dos graos, sendo portanto
os principais compostos transportadores de nitrogenio a par-
tir de plantas de soja.

Do nitrogénio recebido pelo grac, neste estudo,
a0 menos 52,2% & resultante da fixacido bioldgica de nitroge=_
nio. Isto porgue esse totallrefere—se a ureideos que resul-
cam da degradacd@o de purinas (MATSUMOTO et al 1977a, 1977b;
FUJIHARA et al, 1978} cuja sintese incorpora nitrogénio recém

fixado (SCHUBERT, 1981) .



6. CONCLUSOES

As condigoes do meio exerceram influéncia signi-
ficativa sobre o aclmulo e a composigdo da matéria seca de
graos de soja cv. Santa Rosa. Precipitagdo pluvial elevada e
temperaturas médias menores estiveram associadas 3 maior depo
sicao de matéria seca e proteina e 4 mais lenta de dleo  nos
graos.

Os principais compostos translocadores de nitro-
génio da planta para os frutos e graos foram alantoina, &cido
alantdico e asparagina, responsaveis por 80% do nitrogénio
translocade. A vagem contribuiu com cerca de 15% enguanto as
outras partes da planta contribuiram com 85% do nitrogénio
acumulado nos graocs.

Os ureideos, alantoina e acido alantdico, acumu-—
laram-se nas vagens, reservatdrio tempordrio de nitrogénio,
sendo gradativamente translocados para os graos.

Nos graos 98% dos ureideos e 67% da asparagina
foram metabolizados permitindd que 96% do nitrogénio translo-

cado para os frutos fosse acumulado como proteinas nos graos.
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As principais proteinas de reserva foram do tipo legumina, com
ponto isoelétrico em pH 4,7.

A fixacdo simbidtica de nitrogenio atmosférico
pela planta, atravds da sintese e translocagao de ureideos, foi
responsavel pelo menos por 52% do nitrogénio acumulado nos

graos.
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/. RESUMO

A dindmica de aclimulo de substancias de reserva
nos graos e 0s compostos responsaveis pelo transporte de ni-
trogénio para os frutos de soja Glyeine max (L.) Merrill
'Santa Rosa' em desenvolvimento foram avaliados em nlantas
cultivadas em campo de aumento no Centro Experimental de Cam-—
pinas, Instituto Agrondmico, nos anos agricolas de 1978/7¢ e
1872 /80.

Coletaram-se semanalmente pedinculeos e frutos a
partir de 15 dias apds a floragao (DAF) até@ a maturacio
dos graos, determinando-se nesse material os teores de mat&-
ria seca, 0leo, acidos graxos, proteinas, carboidratos, urei-
deos - alantoina e acido alantdico - e aminodcidos livres.

Os resultados mostraram maior acimulo de maté-
ria seca, proteina e polissacarideocs no periodo de 44 a & 65
DAF e de Oleo entre 44 - 81 DAF para 1978/79 e de matéria se-
ca, Oleo, acglcares solliveis e polissacarideos de 30 a 43 DAF
e de proteina de 30 a 49 DAPF em 1979/80. ©Houve influéncia no

sitiva de temperatura e negativa da precipitacao pluvial na
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taxa de actmulec de Oleo nos graos. Os acidos graxos satura-
dos, ao contrario dos insaturados, decresceram durante o de-
senvolvimento dos graos.

Os principais compostos responsaveis pelé trans
locacao de nitrogénio das plantas de soja para os frutos fo
ram os ureildeos. Estimou-se que esses compostos contribuem
com 53% do nitrogénio translocado, 26% através de alantoina e
27% de acido alantdico. Esses compostos sac acumulados nas
vagens antes de serem transportados e metabolizados nos graocs.
Amidas e aminoicidos sao responsiveis pelo transporte do res-
tante do nitrogénio necessirio ao desenvolvimento do: graos,
sendo 28% através de asparagina e 14% de histidina, acido as-
partico, treonina e alanina. Dessa forma, alantoina, acido
alantdico e asparagina sao responsaveis por 80% do nitrogénio
tranglocado para os frutos.

Nos graos os aminoacidos livres resultantes da
metabolizacdo de ureideos e aminoadcidos translocados sao cons
tituidos principalmente por acido glutdmico, 27%, acido aspar
tico, 20%, alanina, 8% e treonina, 7%. Esses aminoacidos sao
utilizados diretamente ou apds transformagoes na sintese  de
proteIinas de reserva nos graos. Estas sao compostas, predomi
nantemente, por proteinas com ponto isoelétrico em pH 4,7 (69%)
e representaram 14,1lmg I\I.c_}::"é\o“l a 9,29mg N.grao"l nos dois
anos agricolas. A vagem contribuiu com cerca de 15% do total
de nitrogénio acumulado nos graos, enquanto as outras partes

da planta contribuiram com 85% do nitrogénio dos graos.
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8, SUMMARY

The accumulation of seed storage reserves and
the forms of nitrogen transport from the plants to the
developing fruits were studied in soybeans Glycine max {L.}
Merrill. The experiment wWas conducted with the cultivar
Santa Rosa growind in multiplication plots at the
Experimental gtation of Campinas during the 1978/79 and
1979/80 cropping seasons. The fifst peduncle and fruits
samples wWere taken 15 days after flowerind (DAF) and then at
7 day intervals up toO maturity. The samples were analysed
for dry matter, oil, fatty acids, proteins, carbohydrates,
ureides (allantoin and allantoic acid)and free aminoacids.

The highest dry matter, protein and
polysaccharides accumulation occurred between 44 and 65 DAF
and oil between 44 and 81 DAF in 1978/79. Tn 1979/80, the
highest 4Ary matter, oil, total‘sugars and polysacchari&es
accumulation occurred from 30 up to 43 DAF, and protein from

30 up to 49 pAF. The rate of seed oil accumulation was very
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influenced by climate. It decreased in rainny periods and
increased at high temperatures. A decreased in saturated
as opposed to unsaturated fatty acid contents was observed
during seed development.

Ureide-N was the predominant form cf N
translocation from soybean plants to the fruits. It
accounted for about 53% of the total nitrogen translocated,
half of which as allantoin and half as allantoic acid. Podg
accumulated large gquantities of ureide-N at early stages
of seed formation, afterward it rapidly declined because of
retranslocation to the seeds.

Amino acids contributed with 47% of the total
nitrogen translocated to the seed: 28% as asparagine and 14%
as histidine, aspartic acid, threonine and alanine.

In the seeds, ureides and aminoacids resulting
from the metabolism of transported ureides and aminoacids were
composed mainly by glutamic acid (27%), aspartic acid (20%),
alanine (8%) and threonine (7%). These aminocacids were
utilized for the synthesis of storage proteins, specially
those with an isceletric point at pH 4,7. Pods contributed
with about 15% of total nitrogen accamulated in the seeds,
while other parts of the plant accounted for 85% of seed

nitrogen,



8, ABREVIATURAS

Ala
&~ Abu
Arg
Asn
Asp
DAF
DMS
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
. f.
m.S.
Phe
Ser
Thr
Tyr
Val

Alamina

¢ ~Amino butirico
Arginina
Asparagina

Acido aspartico
Dias apds floracao
Diferenca minima significativa
Glutamina

Acido glutd3mico
Glicina

Histidina
Isoleucina

Leucina

Lisina

Matéeria fresca
Matéria seca
Fenilalanina
Serina

Treonina

Tirosina

Valina
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