INSTITUTO DE BIOLOGIA

CRESCIMENTO E ATIVIDADE DE ENZIMAS DO
METABOLISMO DE NITROGENIO EM COTILEDONES
DE Crotalaria juncea CULTIVADOS in

vitro.

CAMPINAYS - SP

19¢7



%
RS

o s

Ot
[0S ¢ 2

- KATIA VIVIANE GONGALVES

CRESCIMENTO E ATIVIDADE DE ENZIMAS DO
METABOLISMO DE NITROGENIO EM COTILEDONES
DE Crotalaria juncea CULTIVADOS in

vitro.

P

— TN H i
o ® i i
= H i
= oo }

= f i
o e i
PRSI
o = : Com

i H i I
' ° %; P8
T g :‘{;’?

R N R
@ T <;§
= T <“:}M o
= s {-‘/\1 ko
o M : 2 . ~
o —§§‘<§ 2 e Dissertacgéio apresentada ao
R T A :
A S (O Instituto de Biologia da
£ o ) % . E
ot iéﬁg’kn =7 Universidade Estadual de
'EEZ am; "\i ! P “"-s;:-;;
o %i}ﬁ% o Campinas, para a obtengdo do
u §‘<§5§%m% §§§\ titulo de Mestre em Ciéncias
@ ST Biolégicas.
=21 i i i@
o 3 ot

Orientador:

Prof. Dr. Ladaslav Sodek.

Campinas - SP
1997

CRICAue i
SIBLIOTECA ceNTRM. |




R ATEEI
e et

NIDADE A e

[l S
[ONE0 Bc-'__§ %{é .
¢ Loy
PRECO W2l (A
DATA o
n* CPD

l

CH~30 1082854

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Gongalves, Kitia Viviane

Crescimento e atividade de enzimas do metabolismo de nitrogénio

em cotilédones de Crotalaria juncea cultivados in vitro / Katia Viviane
Gongalves. -- Campinas SP; [s.n.],1997.
91f. ilus.

G587c

Orientador: Ladaslav Sodek

Dissertagio (mestrado) - Universidade Estadual

de Campinas,
Instituto de Biologia.

1. Asparaginase. 2. Crotalaria. 3. Nitrogénio-Metabolismo.

L. Sodek, Ladaslav. 1I. Universidade Estadual de Campinas.Instituto de
Biologia. III. Titulo.



w W W W W W W W W W W W W W W W W W W W e W TR OO R T T

LOCAL E DATA:

Campinas, 28 de novembro de 1997.

BANCA EXAMINADORA.:

TITULARES:

Prof. Dr. Ladaslav Sodek

Prof. Dr. Paulo Mazzafera

SUPLENTE:
Profa. Dra. Marlene A. Schiavinato

assinatura

/

Kig?ssinatura

assinatura



W W W W W W W T Wy W W W W W W W W W W W ' W T TR R R T e e e W T o

Ass maus pai@,
Noémia
e
L.eonardo,

ass maus thmdos

Nessa
Du
Prisci

a wm HWIMM“, quo cugou & mmca/mi/nfw,
Youl

Pa&»amm,osmpnwm&awwmtam&apsw;

Nick
Pat

Budics & oass, o !



Agradecimentos

Gostaria de expressar minha mais profunda gratidio as
seguintes pessoas:

ao Prof. Ladaslav Sodek, pela oportunidade, orientacao,
estimulo e confianca;

aos professores Marlene Schiavinato, Paulo Mazzafera e Jorge
Vega, que participaram da pré-banca, pelas sugestdes e
criticas;

aos professores e amigos Leandro e Estela, pela amizade,
paciéncia e, principalmente, pela chance de alcanc¢ar novos
horizontes;

aos colegas e amigos, em especial & Lili, a Ana Paula e ao
Cicinho, & Angela, a Fefa, & Cris, a Nira, & Claudinha e a
Rosilayne: comoc vocés me aglentaram!!!?

aos companheiros de Rep, Kiki, Luka, Serginho e Iara, Lu,

Marva, Srdjan, Omar: grandes amigos, momentos inesqueciveis!

ao meu assessor para assuntos computacionais de plantdo,e
assuntos aleatérios em geral, Yurial: “obrigado e desculpa”!

ao Srdjan, & Flavia e ao Yuri, pela ajuda com o inglés,
valeu!

aos funcionarios do DFV, a Josénia e a Silvia pela presteza e
simpatia.

aperfeicoamento do Pessocal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Fundo de Apoio ao Ensino e Pesquisa (FAEP/UNICAMP) pelo
auxilio financeiro, bem como aos meus “paistrocinadores”.

£ nie é?u@ew lormimai!!!



B . e

INDICE

ABREVIATURAS i
RESUMO : ii
SUMMARY iii
Lo INTRODUGAD . ittt ittt te i teeeeeesocenssnesnenssannoonnnas 1
2. OBJETIVOS . i ittt ir i ittt st steestoteseansacansnssssnaaannas 13
3. MATERIAL E METODOS . ¢ttt it ittt ttsnrnnnreneesonnanannnnn 14
3.1~ Material Vegetal e Cultivo das Plantas......... 14
3.2- Cultivo dos Cotilédones..vueee s ieieneresnannsas 15
3.3- Extracdo e Dosagem de Proteinas.........ccivunn 20

3.4~ Preparacdo de Extrato e Avaliacdo de

Atividade Enzimdtica. . voeereeseneennonas e e 21

4. RESULTADOS........... R I R 28

4.1- Definicdo do Meio de Cultura e Crescimento

dos Cotiledones. ittt inneeeritsssusnssnsnns 28
4.2~ Atividade da Enzima AsSparaginase......ceeeeees. 42
4.3~ Atividades das Enzimas GS, GOGAT e GDH......... 50

4.4- Influéncia de Glu sobre o Crescimento de

Cotilédones.......... e e s sasaas ettt 53



S . DISCUSSAD . it iuissesneescanesnaannsonnssssssnssnnnnnsnas 57

5.1- Definicao das Condigdes de Cultivo in vitro Para

os Cotilédones de C. JUNCEA..vwenervrsmecnnnnnn 57

5.2— Atividade da Enzima ASNASE. .. vt eeeeeenssoaennsensn 62
5.3~ Atividades das Enzimas GS, GOGAT e GDH......... 66

6. CONCLUSAD . sttt it rssesenseeerenenenenaneneenenneenanss 68

7. LITERATURA CITADA. .. u it iinnannssnonssnnsnsnaannsnss 69



ABREVIATURAS

ALC Acido alantéico

ALN Alantoina

ASNase L~asparaginase

BSA Bovine sorum albumin

Albumina de soro bovino

DTT Ditiotreitol

DAA Dias apds a antese

EDTA Etileno diamino tetracetato

GDH Glutamato desidrogenase

GOGAT Glutamina oxoglutarato amida transferase ou

Glutamato sintase
GS Glutamina sintetase

TRIS Tris-{hidroximetil)-aminometano



RESUMO

Fol implementado um sistema in vitro para o crescimento
de cotilédones imaturos de Crotalaria juncea L. Com a
finalidade de estudar o metabolismo do nitrogénio,
cotilédones com 39 dias apds a antese cresceram por 8 dias em
meio liquido de cultivo contendo diferentes fontes
nitrogenadas. As atividades das enzimas asparaginase,
glutamina sintetase, glutamato sintase e glutamato
desidrogenase foram maiores quando asparagina foi utilizada
como fonte de nitrogénio. O uso de glutamina proporcionou os
melhores nivels de crescimento e deposicdo de proteinas de
reserva. Asparagina, entre as fontes testadas, fol a segunda
melhor para a promocdo do crescimento dos cotilédones. A
menor eficiéncia da asparagina ndo pode ser explicada por
deficiéncia na atividade de glutamina sintetase, limitacdo de
asparaginase ou insuficiéncia de glutamato para a reacdo de

glutamina sintetase.



SUMMARY

An In vitro system for the growth of Crotalaria juncea
L. was implemented. In order to study the metabolism of
nitrogen, cotyledons collected 39 days after anthesis were
grown for 8 days in a liquid culture medium containing
different nitrogen sources. It was observed that the
activities of the enzimes asparaginase, glutamine synthetase,
glutamate syntase and glutamate dehydrogenase were greater
when asparagine was used as a nitrogen source. Among the
tested sources, glutamine provided the greatest growth rates
and deposition of storage proteins, followed by asparagine.
It was concluded that the lower efficiency obtained with
asparagine can not be explained by a deficiency of the
glutamine sinthetase activity, asparaginase limitation or

glutamate insufficiency in the glutamine sinthetase reaction.



1. INTRODUGAO

O nitrogénio é o elemento que mais limita o crescimento
das plantas, principalmente em sistemas agricolas (MENGEL &
KIRKBY, 1979), uma vez que entra na estrutura quimica de
varios compostos essenciais ao funcionamento desses
organismos, dentre 0s quais as proteinas.

As proteinas vegetais apresentam importancia fundamental
tanto para a alimentagdo humana como para a nutricdo de
animais. Cerca de 70% dos alimentos protéicos consumidos pelo
homem sdo de origem vegetal (KAUL, 1973). Dessas proteinas,
70% sdo obtidas de ceréais, engquantc que as leguminosas
contribuem com cerca de 18% (EVANS & GRIDLEY, 1979). As
leguminosas, entretanto, s3c plantas bastante estudadas
quanto aoc metabolismo de N, principalmente devido a sua
capacidade de fixac¢do do N, atmosférico.

Os vegetais, de modo geral, podem absorver N do solo na
forma inorgénica, como NO;~ ou NH,". O NO;~ pode ser reduzido
nas raizes ou, transportado via =xilema, sofrer reducio nas
folhas. O sitio de reducdo do NO;” varia de acordo com a
disponibilidade do mesmo no solo e com o nivel da enzima
redutase de nitrato na raiz (PATE, 1980). Outro tecido com
capacidade para a reducdo do NO;” é a vagem, a qual pode
funcionar como fonte de N para as sementes de leguminosas
{MORI & SODEK, 1983).

O ion NH;" também pode ser absorvido pelo sistema

radicular, mas quando 1isso ocorre, ele & prontamente
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assimilado pelas enzimas GS/GOGAT, que s3o responsaveis pela
auséncia deste ion no sistema de transporte da planta.

Algumas plantas, entre as quais as leguminosas, podem
formar assoclacgbes simbidticas com bactérias capazes de fixar
N, atmosférico, que é fornecido & planta sob a forma de NH,".

A simbiose leguminosa-rizébio & a mais estudada. As
leguminosas constituem a terceira maior familia dentre as
Angiospermas e incluem, desde o ponto de vista de morfologia,
habitat e ecologia, espécies muito diversas, que quando
noduladas o fazem com bactérias da familia Rhizobiaceae
{(MONTALDI, 1995).

Esta simbiose ocorre em estruturas determinadas,
denominadas nddulos, e ¢é através delas qua a planta pode
obter todo © N necessario para o seu desenvolvimento. A
planta, por sua vez, contribui fornecendo aos microorganismos
os fotoassimilados que wv3o garantir seu crescimento e o bom
funcionamento do nédulo. Como o metabolismo de N da planta &
espacialmente separado, ocorrendo dentro da célula, o sistema
de wutilizacdo destes fotoassimilados & bem controlado
(SCHUBERT, 1986; ANDERSON & BEARDALL, 1991).

0 primeiro produto estivel da fixacdo do N, nos nédulos
de leguminosas € o NH,” (BERGENSEN, 1965). O ion, resultante
da acdo da nitrogenase, é excretado do bacteréide para as
células do hospedeiro, e tem que ser prontamente utilizado
por ser tdxico ao tecido vegetal (GIVAN, 1979). Assim, ele é
rapidamente assimilado pelas atividades combinadas das

enzimas GS e GOGAT, cujo produto final de suas reacdes, o
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glutamato, pode ser utilizado na formacd3o de outras moléculas
nitrogenadas (SCHURERT, 1986).

Os compostos nitrogenados sdo geralmente os principais
solutos presentes no xilema, alcancando concentracdes de 0,1
a 2,1 mg de N/ml, enquanto gue no floema estes niveis chegam
a ser 10 a 20 vezes maiores (PATE, 1980).

O N transportado via xilema depende da transpiracdo e,
portanto, ocorre apenas durante o dia, quando os estématos
estdo abertos e em direcdo a orgdos que transpiram em maior
intensidade. E uma forma de transporte pouco importante para
frutos e outros sitios de consumo gue apresentam pouca ou
nenhuma transpiracdo. Esses 6rgaos sdo supridos
principalmente pelo floema. O transporte no floema se da por
fluxo de pressioc e seu carregamento, nas fontes, & um
processo ativo envolvendo ATPase (SERVAITES et al., 1979)

No =xilema, o N pode ser tranportado sob as formas
inorganica (NOs) ou organica (principalmente amidas e
ureideos). O NO; é a unica forma inorgdnica presente no
xilema. Ja os compostos orginicos presentes em sua seiva vao
variar de acordo com os processos de aquisigdo de N presentes
nas ralzes {(PATE, 1980).

Fortes evidéncias demonstram que os ureideos séao
produtos diretos da fixac3o de N (THOMAS & SCHRADER, 1981),
havendo uma correlacdo entre o teor de ureideos no xilema e o
grau de dependéncia da fixagdo de N (McCLURE et al., 1980,
HERRIDGE, 1982). Deste modo, plantas noduladas como Glycine
max (McCLURE & ISRAEL, 1979}, Phaseolu_s vulgaris (HUNGRIA et

al., 1985) Psophocarpus tetragonolobus (PATE et al., 1980),'
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Vigna unguiculata (PEOPLES et al., 1985a) e outras

leguminosas tropicais apresentam os ureideos ALN e ALC como
principal forma de transporte de N no xilema. Dentre os
aminoacidos, asparagina é a principal forma de transporte em
legquminosas tropicais. Ja glutamina predomina em plantas como
Datura stramonium (LEWIS, 1975), e em gramineas comc Zea mays
(ARRUDA & SILVA, 1979} e Triticum aestiva (SIMPSOM & DALLING,
1981) . As duas amidas também se destacam como forma de
transporte de N no xilema em espécies noduladas ou nio como
em Pisum sativum (BEUSICHEM, 1983), Pisum arvense (PATE &
WALLACE, 1964), Lupinus albus (PATE et al., 1981; ATKINS et
al., 1979), além de outras leguminosas de regides temperadas
(SCHUBERT, 1986).

Os compostos nitrogenados transportados no floema sdo ,
de modo geral, os mesmos que predominam no xilema. Assim,
glutamina é o principal composto encontrado em gramineas
(TULLEY & HANSON, 1979; SIMPSON & DALLING, 1981; LYNZNIK et
al.,1982}) e em leguminosas as duas amidas se destacanm
(LAYZELL & LaRUE, 1982; SHARKEY & PATE, 1976). Ja, a
quantidade de N transportado no floema sob a forma de
ureideos representa uma pequena fracdo mesmo quando os niveis
de ureideos no xilema s3o altos (PATE et al.., 1984) .

O N encontrado no floema pode se originar da degradacio
de reservas de orgdos senescentes, dos processos de
assimilacdo de nitrato na folha ou da transferéncia direta de
N do xilema. A passagem de compostos nitrogenados diretamente
do xilema para o floema é um processo bastante importante,

pois garante, juntamente com os outros, o suprimento de N
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pafa os sitios ndo servidos pelo xilema. Porém, essa
transferéncia & Dbastante seletiva, o que diminui a
variabilidade na composigio do floema. Desse modo, NO; ndo
pode ser transportado para o floema. JAa compostos como os
aminoacidos béasicos (arginina, lisina, histidina) sdo
transferidos com alta eficiéncia, enquanto a transferéncia de
aminodcidos acidos (aspartato, glutamato) é pouco efetiva. Os
aminoadcidos neutros (asparagina, glutamina, glicina, serina,)
sdo deslocados do xilema para o floema com boa eficiéncia. A
natureza anidnica dos compostos parece ser o fator de
regulacdo de sua transferéncia para o floema (PATE, 1980).

O descarregamento dos compostos nitrogenados do floema
para os sitio de consumo envolve, provavelmente, gasto de
energia. Esse processo & bem estudado para frutos imaturos,
cujas caracteristicas estruturais permitem isolar os sitios
de consumo (embrido) dos terminais do floema (pericarpo e
tegumento da semente). Assim, o0s compostos nitrogenados
chegam ao tecido materno por via simplastica e atingem o
embrido através do apoplasto (THORNE, 1985).

Neste percurso, os compostos sofrem metabolizacdo nos
tecidos maternos antes de atingirem o embrido (MURRAY, 1987).
Desta forma, os ureideos parecem nio chegar ao embrido, sendo
completamente metabolizados nos tecidos maternos (RAINBIRD et
al.,1984; PEOPLES et al., 1985b). Asparagina e glutamina s&o
metabolizadaé parcialmente antes de atingirem o embriio,
sendo que o grau em gque este metabolismo ocorre depende

geralmente da idade do fruto (PEOPLES et al., 1985b). Porém o
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embrido tem plena capacidade para utilizar essas amidas
(THOMPSON et al.,1977; LEA et al., 1979; HAGA & SODEK, 1987).

A asparagina foli o primeiro aminocacido a ser detectado
em plantas (VAUQUELIN & ROBIQUET, 1806). Dentre os protéicos,
€ o principal composto nitrogenado presente em leguminosas
(LEA & FOWDEN, 1975) e um importante contituinte soluvel
acumulado em estruturas vegetativas durante os estadios de
pré-florescimento (PATE, 1971, citado por ATKINS et al,
1575) . Asparagina e, em menor quantidade, glutamina sio os
principais constituintes nitrogenados em folhas jovens de P.
sativum (URQUHART & JOY, 1982); predominam em seiva do floenma
de frutos de Lupinus e Spartium (PATE et al., 1974; 1975); o
conteddo de asparagina wvaria entre 50-70% do N conduzido aos
frutos e sementes de L. albus (ATKINS et al., 1975);
asparagina e glutamina s3o os principals constituintes
nitrogenados da seiva do xilema de leguminosas como
Crotalaria, Vicia, Pisum, - Lupinus, Trifolium, Medicago,
Lotus, Vigna, Phaseolus, e ainda em Casuarina, Myrica e
Aspargus (SIECIECHOWICZ et al., 1988a; SELLTEDT & ATKINS,
1991,; DAVIES & KING, 1993; HURST & CLARK, 1993; VITORIA,
1994;}) . Asparagina aparece, também, como o principal composto
nitrogenado na briéfita Sphagnum fallax (HEESCHEN et al.,
13996).

Trés rotas possiveis para a sintese da asparagina em
plantas foram sugeri_das por SIECIECHOWICZ et al. (1988a),
porém a mais provavel & a da producdo direta da asparagina a
partir de aspartato, pela acdo da enzima asparagina

sintetase. A reacgdo envolve a transferéncia do grupo amida da
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glutamina (as vezes NH,") para aspartato e necessita de ATP e

Mg®*, resultando em asparagina, glutamato, AMP e PPi:

Asn-sintetase

Asp + Gln > Asn + Glu

2
Mg ATP —» AMP+PPi

SIECIECHOWICZ et al. (1988a) sugeriram, também, quatro
provaveis vias para o catabolismo de asparagina, porém as
enzimas necessarias para duas dessas rotas ainda nido foram
iscladas.

A asparagina amino transferase (asparagina-piruvato
transaminase, asparagina aminotransferase) é a enzima
responsavel pela terceira via de degradacido da asparagina.
Ela foi detectada em soja (STREETER, 1977), ervilha (IRELAND
& JOY, 1983) e tremoco (ATKINS et al.,1983) E encontrada no
peroxissomo e, também denominada serina-glioxilato
aminotransferase. Tem um importante papel nas folhas uma vez
que, através da transaminagdo do glioxilato, permite a
formacao de glicina e serina utilizadas no ciclo
fotorrespiratério (REHFIELD & TOLBERT, 1972; STREETER, 1977;

TA et al.,1985).

ASN transaminase

Asn Z2—-0oxossuccinamato
+ +

oxoacido amincacido

v




A enzima apresenta alta atividade durante todo o
desenvolvimento da folha e baixa atividade em sementes
imaturas (IRELAND & JOY, 1981). K influenciada pela luz,
apresentando méxima atividade nas primeiras horas do dia, e
por compostos como o ATP e certos ions como Ca” e C1°
(SIECIECHOWICZ et al, 1988a).

A quarta via, e a melhor caracterizada, é a degradacao
da Asn envolvendo a enzima L-asparaginase-amino-hidrolase -
ASNase. Localizada no citosol das células , a ASNase degrada
asparagina liberando como produtos NH," e aspartato que serio
utilizados para a producdo de varios outros compostos

(SIECIECHOWICZ et al., 1985).

ASPARAGINASE
Asn > Asp + NH'

A ASNase foli encontrada inicialmente em sementes
imaturas de L. albus (ATKINS et al., 1975). Posteriormente
foi detectada em raizes, nédulos, folhas, flores e en
sementes imaturas de outras espécies (STREETER, 1977; LEA et
al., 1978, CHANG & FARNDEN, 1981; SIECIECHOWICZ & IRELAND,
1989) .

A enzima mostra especificidade para o seu substrato
{(STREETER, 1977; IRELAND & JOY, 1981; TONIN & SODEK, 1990) e
apresenta duas formas ’ podendo ser dependente ou

independente do ion K" para a sua atividade (SODEK et al.,
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1980) . Outros ions tambén podem promover a atividade da
ASNase, entre eles Rb', Na', NH," e Ca® (SUELTER, 1970; LEA et
al., 1978; SODEK et al., 1980; SIECIECHOWICZ & IRELAND,
1989) . Porém alg;ms compostos como a glutamina e a metionina
sulfoximina e certos ions {como NH," em excesso) poden
diminuir a atividade da enzima (IRELAND & JOY, 1983;
SIECIECHOWICZ et al., 1985; SIECIECHOWICZ et al.,1989; TONIN
& SODEK, 1990). A luminosidade é outro fator que influi na
atividade da ASNase. Foi observado que na presenca de luz a
atividade da enzima aumenta, ocorrendo o inverso quando a
planta é submetida a um periodo de escuro (SIECIECHOWICZ et
al., 1988b)

As duas formas da ASNase podem ocorrer dentro de um
mesmo género (LEA et al., 1978; SODEK et al., 1980; VITORIA,
1994; AGUIAR, 1995} ou em 6rgdos diferentes de uma mesma
espécie (CHANG & FARNDEN, 1981}, sendo que a proporgaoc entre
as duas formas depende da espécie de planta, dos érgdos e do
estaddio de desenvolvimento (SODEK & LEA, 1993). -

A atividade da ASNase em tecidos de sementes imaturas
estd intimamente associada as atividades de .outras trés
enzimas, GDH, GS e GOGAT, que cumprem a funcgdo de assimilar o
NH;" resultante do catabolismo da asparagina (LOUGH et al,
1932) .

GDH e GS/GOGAT, denominadas de enzimas da biossintese
primaria de aminodcidos, atuam em duas vias metabdlicas
distintas, porém o produto de suas atividades é o aminoacido

glutamato (MIFLIN & LEA, 1977):



Apesar de ambas as

GS/GOGAT assume papel principal na assimilacdo de NH,'

2-oxoglutarato GDH Glu
+ +
NH; NAD (P)H —>NAD(P)* 10
0
L-Glu GS
+ > Gln
Mg’ DP+Pi
NH, ATP —A Pi
2-oxoglutarato
GOGAT
* . [ 2. (-Gl
Gln

10

vias atuarem em tecidos vegetais,

enm

plantas uma vez que sua afinidade por ésse substrato chega a

ser 30 vezes maior que GDH (LEA et al., 1978). GDH, porém,
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parece ter a importante funcdo de atuar na desintoxicacao
desses tecidos, quando o nivel de amonia & excessivo (MIFLIN
& LEA, 1977).

E interessante notar, também, que essas enzimas tém suas
atividades aumentadas apdés a ASNase ter seu pico de
atividade. Esse atraso permite o acumulo de amdénio nos
tecidos, favorecendo as atividades destas enzimas (SODEK et
al., 1980; LOUGH et al.,1992)).

GS tem demonstrado ser uma enzima cujos mecanismos
regulatdrios sdo bastante conhecidos para bactérias. Porém
isso ndo acontece para organismos fotossintetizantes, como
plantas e algas. Contudo, sabe-se gue a enzima é& bastante
sensivel a mudancas ambientais, sendo afetada por fatores
como o regime de luz e a quantidade e natureza da fonte de N
(MAURIN & Le GAL, 1997).

Apesar de dados iniciais, obtidos com inibidores, néo
indicarem qualquer atividade de GDH em cotilédones, trabalhos
mais recentes relatam a;tividade desta enzima em testa,
endosperma e cotilédones de leguminosas (MURRAY & KENNEDY,
1980; SODEK et al., 1980; RATAJCZAK, 1986). Contudo, GS/GOGAT
demonstra ser a via principal para a assimilacdo de NH;" no
endosperma e embridio (RATAJCZAK, 1986).

O género Crotalaria L. (Leguminosae) compreende cerca de
500 espécies espalhadas em &4reas tropicais e subtropicais de
todo o mundo (PILBEAM & BELL, 1979). Apesar das espécies
deste género serem consideradas invasoras, apresentam
importé&ncia econémica uma vez que s3o utilizadas no controle

de nematdéides {MIRANDA, 1981), como forrageiras (RIZZINI E
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MORAIS, 1976), no combate & erosiao, para adubacio verde e
como fonte de fibras (MILLER, 1967).

Estudos anteriores demonstr.aram que crotalaria & uma boa
fonte para o estudo da enzima ASNase (VITORIA, 1994; AGUIAR,
1995) . Optou-se, entdo, por trabalhar com uma das espécies do
género, C. juncea, utilizando o sistema de cultivo de
cotilédones in vitro. Esta espécie possul enzima dependente
de K' e apresenta, como forma de transporte no xXilema, as
amidas asparagina e glutamina (VITORIA, 1994).

A vantagem do sistema de cultivo de cotilédones in vitro
¢ que ele permite estudar o crescimento desses o6rgdos de
forma mais precisa, uma vez que o0s mesmos sdo mantidos em
ambiente cujos fatores s&o plenamente controlaveis e, ainda,
a avaliacao da utilizacdo de nutrientes pode ser feita sem a

interferéncia de outras partes do fruto (THOMPSON et al.,

1977) .
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:
¢ Estabelecer um sistema de cultivo in vitro para o
crescimento de cotilédones imaturos de C. juncea;

¢ determinar neste sistema a influéncia das amidas asparagina

e glutamina sobre as atividades das enzimas ASNase, GS,

GOGAT e GDH.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CULTIVO DAS PLANTAS

As sementes de crotalaria (Crotalaria juncea L.}
utilizadas neste trabalho, foram cedidas pela Secgdo de
Leguminosas do Instituto Agrondmico de Campinas e,
posteriormente, multiplicadas em canteiros do Departamento de
Fisiologia Vegetal, do Instituto de BRiologia (IB), da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), SP.

A fim de acelerar © processo de germinacdo, as sementes,
previamente selecionadas, foram escarificadas com o auxilio
de um bisturi e permaneceram em placa de Petri contendo papel
de filtro umedecido com A&gua, por uma noite. Em seguida, em
casa de vegetagdo, as sementes foram transferidas para
bandejas pléasticas, tendo vermiculita lavada como substrato.
As plantas foram mantidas em condicdes naturais de luz e
temperatura, regadas diariamente e receberam solugao
nutritiva completa de HOAGLAND e ARNON (1950) duas vezes por
semana, a partir da segunda semana apdés o plantio. Atingida a
altura de aproximadamente 30 cm, as plantas foram
transplantadas para canteiros e regadas quando necessario.

O controle fitossanitario, sempre que preciso, foi
efetuado utilizando-se solu¢des de BENLATE (2;5 g/L) e DECIS
(2,0 ml/L) em trés aplicacdes sucessivas, com intervalo de

uma semana entre cada uma.
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Para experimentos que exigiram a determinacio da idade
dos frutos, as flores foram marcadas a intervalos de 3 dias a
partir de sua abertura. Desse modo, a idade aproximada das

vagens foi dada em dias apés a antese (DAA).

3.2 CULTIVO DOS COTILEDONES

3.2.1 MEIOS DE CULTURA
O meio de cultivo liquido de THOMPSON et al (1977) foi

desenvolvido para cultura de cotilédones de soja e a sua

composicdo é a seguinte:

MACRONUTRIENTES CONCENTRACAO FINAL (mg/L)
KC1 745

CaCl,.2H;0 440

MgSO; . TH,0 370

KH,PO, 170

KSO, ‘ 1044
MICRONUTRIENTES CONCENTRACAO FINAL (mg/L)
H3BO; 6,2

MnS0; . 4H,0 22,3

Znso, . 4H,0 8,6

KI 0,83

NaMoo, 0,25

CuS0; . 5H,0 | 0,025

CoCl. 5H;0 0,025



FERRO
FelS0,. 7H20

NaEDTA

COFATCRES
Tiamina
Mio-inositol
Acido nicotinico
Piridoxina

Glicina

FONTE DE CARBONO

Sacarose

FONTES DE NITROGENIO

Gln
Asn
Glu
ALN
NH,NO;

{NH4) 250,

O meio foi preparado

meio nos frascos de cultura,

16
CONCENTRAGCAO FINAL {(mg/L)

27,85

37,25

CONCENTRACAO FINAL (mg/L)

CONCENTRACAO FINAL (g/L)

40,0

CONCENTRAGCAQ FINAL (g N/L)

0,875

em &agqua deionizada e o pH foi

ajustado para 6,0 com NaOH 1 M. Foram colocados 2 ml deste

que foram autoclavados a 120°C,

sob pressdo de 1 atm por 20 minutos.

As fontes de N foram solubilizadas em agua deionizada e

2 ml foram acrescentados aos frascos, assepticamente, por
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filtracao (MILLIPORE 0,22 um). As operacdes foram realizadas

em camara de fluxo laminar.

Combinagdes entre fontes nitrogenadas e concentracées de
N, quando ocorreram, sdoc especificadas em cada experimento.

OQutros dois meios de cultura, descritos por MILLERD et
al (1975) e CHANDLER et al (1983), desenvolvidos para cultura
de ervilha, foram utilizados para testes de crescimento com
cotilédones de crotaléaria.

O meio descrito por MILLERD et al (1975) apresenta a

seguinte composicdo:

MACRONUTRIENTES CONCENTRAGCAO FINAL (mg/L)
KC1 400

cacCl, 440

K2S04 300

KH, PO, 50

MgSO;. TH,0 370
MICRONUTRIENTES CONCENTRACAO FINAL (mg/L)
H3BO; 6,2

MnSO0; . 4H,0 22,0

ZnS0s . 7H,0 8,6

KI 0,8

NaMoO, . 2H,0 0,2

FERRO * CONCENTRACAO FINAL (mg/L)
FeS04.7H,0 55,5

Na;EDTA 74,5
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VITAMINAS CONCENTRACAQ FINAL (mg/L}
Tiamina 4,0
Mio-inositol 100,0

F'ONTE DE CARBONO CONCENTRACAQO FINAL(g/L)
Sacarose 40,0

FFONTE DE NITROGENIO [CONCENTRAGCAO FINAL (g N.L™) ]
L-Gln 1,75

Os componentes do meio, inclusive a fonte de N, foram
solubilizados em dgua deionizada e o pH ajustado para 4,5 com
NaOH 1 M. Em cémara de fluxo laminar, a solucdo foi
esterilizada por filtracdo (MILLIPORE 0,22 pm) e 4 ml
colocados em frascos do tipo “french-square” de 40 ml,
previamente esterilizados em autoclave a 120°C, sob pressao
de 1 atm por 20 minutos.

O terceiro meio utilizado foi preparade de acordo com

CHANDLER et al (1983) e & composto de:

MACRONUTRIENTES CONCENTRAGCAO FINAL (mg/L)
CaCl,.2H,0 588

KH,PO, 816

K250, 348

MgS0,. TH,0 481, 48

FONTE DE CARBONO CONCENTRACAO FINAL (g/L)

Sacarose ) 100,0
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FONTE DE NITROGENIO CONCENTRACAO FINAL (g N/L)

Gln 1,75

Os micronutrientes e a solucdo de Fe-EDTA foram
adicionadas nas mesmas concentrac¢des utilizadas para o meio
de -cultura de THOMPSON (1977). Como os outros meios, este
também foi solubilizado em &gua deionizada. O pH foi ajustado
para 5,0 com NaCH 1 M e 4 ml do meio, esterelizado por
filtracdo {(MILLIPORE 0,22 um), foram adicionados aos frascos

autoclavados previamente, nas condicdes ja especificadas.

3.2.2 INOCULACAO E CULTIVO DOS COTILEDONES

Apbs coleta e selecdo, as vagens intactas, com idade de
aproximadamente 39 DAA, foram tratadas com solucido de SDS
0,1% e hipoclorito de sédio 0,5%, por 5 minutos. Foram
enxaguadas por 3 vezes com agua destilada e esterelizada.

Com auxilio de pincas e bisturi, cada fruto foi
transferido e aberto em placa de Petri. As sementes foram
removidas, transferidas para outra placa contendo papel de
filtro umedecido pelo meio de <cultura e selecionadas.
Sementes de tamanhos uniformes foram transferidas e abertas
em uma terceira placa de Petri com papel de filtro. A testa e
0 endosperma foram eliminados, o eixo embriondrio excisado e
os cotilédones foram separados e inoculados no meio de
cultura contendo a fonte especifica de nitrogénio. Foram
colocados dois pares de cotilédones por frasco, que foram
cobertos com filme de PVC e , posteriormente, levados para

cultivo.
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A agua e todos 0os materiais utilizados foram
esterilizados previamente em autoclave a 120°C, 1 atm de
pressédo, por 20 minutos. Todo o proceso foi feito em camara
de fluxo laminar horizontal.

Os frascos de cultura foram colocados em agitador (130
agitacdes por minuto) e mantidos & uma temperatura de 25°C
sob luz continua, com irradiadncia de 24 pE/s/m?’, por um
periodo de tempo que wvariou de 2 a 15 dias, conforme o
experimento realizado. Os frascos gue apresentaram sinais de
contaminacdo foram eliminados.

Os cotilédones wutilizados para as andlises foram
retirados dos frascos de cultura, lavados em Aagua destilada

(3 vezes), enxugados com papel absorvente e pesados.
3.3 EXTRAGCAO E DOSAGEM DE PROTEINAS

Para extragcdo de proteinas, os cotilédones foram
liofilizados. Foi determinada a massa seca dos mesmos, que em
seguida foram triturados em almofariz e as proteinas foram
extraidas com NaOH 0,2%, por 20 minutos. Foi mantida uma
relagdo de 4ml de NaOH para 30 mg de material.

O material foi centrifugado a 2500 x g por 10 minutos, &
temperatura ambiente, e o sobrenadante separado. Este
processc fol repetido por 3 vezes e o0s sobrenadantes
combinados forém utilizados para a quantificag¢do de proteinas
de acordo com BRADFORD (1975). Misturou-se a 100 pl de

amostra, 5 ml de reagente. A reta padrdoc foi determinada
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utilizando-se BSA, num intervalo de 0 a 100 pg de proteina,

através de regressdo linear.

3.4- PREPARACAO DE EXTRATOS E AVALIACAO DE ATIVIDADES

ENZIMATICAS

Foram determinadas as atividades de enzimas envolvidas
no metabolismo de asparagina, glutamato e glutamina durante o
crescimento dos cotilédones de C. juncea.

Os ensaios foram feitos com cotilédones colhidos
diretamente das plantas ou crescidos em meio de cultura. Os
cotilédones retirados de meio de cultura foram lavados com
agua destilada por 3 vezes, enxutos em papel de filtro,

contados e pesados.

3.4.1- PREPARACAO DOS EXTRATOS

Foram wutilizados dois extratos distintos para se
determinar as atividades das diferentes enzimas trabalhadas.

O primeiro, usado para extracdo da ASNase, foi preparado
pela maceracdo dos cotilédones em tampioc Tris-HCl 50 mM, pH
8,0 contendo KC1 50mM , DTT 1 mM, CaCl, 160 uM e glicerol 10%
v/v em graal e pistilo previamente resfriados (4°C). O
extrato foi centrifugado a 10.000 x g, durante 20 minutos, a
4°C. O sobrenadante foi separado e uma aliquota de 1,0 ml foi
dessalinizada em coluna de Sephadex G-25 (1 x 8 cm),
previamente equilibrada com tampdo de extracio, que foi
mantida em geladeira a 10°C. A fracdo protéica coletada foi

utilizada para a dosagem da enzima.
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O outro extrato, utilizado para dosar a atividade das
enzimas G5, GOGAT e GDH, foi obtido pela homogeneizacdo do
material vegetal, também em graal e pistilo previamente
resfriados (4°C), com tampdo Imidazol-HC1 50 mM, pH 7,2,
contendo 1 mM de DTT. © homogeneizado foi centrifugado e
dessalinizado conforme descrito anteriormente e a fracdo
protéica coletada, usada para avaliagdo das atividades das
diferentes enzimas.

Durante todo o procedimento, os extratos enzimaticos

foram mantidos em gelo.

3.4.2- DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS

A - Ensaio para ASNase

A metodologia adotada para a dosagem da atividade da
asparaginase (ASNase -~ E.C. 3.5.1.1) seguiu procedimento
desenvolvido por SODEK & LEA (1993), onde a quantidade de
NH," liberado pela acd3o da enzima sobre a Asn & utilizada
para determinar a sua atividade. Para tanto, foram utilizados
0s seguintes reagentes:

s Tampdo Tris-HC1 50 mM, pH=8,0;

e Asn 30 mM solubilizada em Tris-HCl 50 mM, pH=8,0;
e solucgdo de (NH;),S04 0,5 mM;

¢ H,30; ({(concentrado);

e K.COj3 50%;
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¢ solugcdo de fenol - 2,5 g de fenol + 12,5 mg de
Na, [ F'e (CN}sNOJ} .2H;0 (nitroprussiato de s6dio) em 250 ml de
dgua deionizada;

e solugdo de hipocloritode sédio - 1,25 g de NaOH + 5,3 g de
Na,HPO; anidro + 2,5 ml de NaOCl 5% em 250 ml de A&qua

deionizada;

e NaOH 2 M, previamente tituladol.

O ensaio fol preparado adicionando-se ,em Eppendof, 50
Bl de ASN 30 mM a 100 pl do extrato dessalinizado. A mistura
fei incubada em banho termostatizado a 30°C, por 1 hora. Para
interromper a reacdo e dar inicio & difusdao de NHj;, o tubo
recebeu 500 ul de K;CO; 50% e foi imediatamente fechado com
tampa contendo uma gota de 5 pl de H,;S0; 18 M na sua face
interna. A gota de &acido suspensa na tampa capta a NH;
formando (NH;).S0s4. A difusdo de NH; ocorre por cerca de 8
horas a temperatura ambiente.

Dois controles e um padrdo de NH," foram montados. ©
primeiro controle, denominado de “tempo zero”, foi uma
duplicata do ensaio principal. O segundo, denominado de
“branco”, fol constituido de 50 ul de Asn 30 mM e 100 pl de
tamp&o Tris-HC1 50 mM. O padr3o de NH," foi feito com 50 ul
de Asn 30 mM, 50 pl de tampdo e 50 pl da solucdo de (NH4).S0,.
0Os dois controles e o padrdo tiveram as rea¢des interrompidas

com K,CO; 50% imediatamente apdés a suas montagens. Os tubos

' para a titulagio do NaOH ,foi colocado em um Eppendorf, 500ul de agua

deionizada, uma gota de verde de bromocresol 0,1% (solubilizado em
etanocl) e uma gota de 5ul de H,S0; 18 M, que foi depositada' na tampa do
tubo. O tubo foi agitadoc e o NaOH foi sendo adicionado até o pento de
viragem, que deve ocorrer em torno de 75 ul de NaOH para cada 5 ul de
H,50;, quantidade necessidria para neutralizar o acido sulfirico.
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foram agitados, tampados com tampa contendo a gota de 5 nl
H;S0, e deixados a temperatura ambiente por cerca de 8 horas.

Completado o periodo de difusdo, a dosagem do NH," foi
feita pelo método de McCULLOGH (1967). A tampa com a goticula
de acido foi removida e colocada em outro Eppendorf conténdo
500 pl do reagente de fenol. Esse reagente foi misturado ao
acido por agitagdo e 100 ul de NaOH 2 M foi adicionado para a
neutralizacio do acido. A solugdo de HOCl foi colocada no
tubo e este foi levado para banho termostatizado por 45
minutos a 37°C, resultando numa coloracdo azul. O ensaio foi
monitorado em espectrofotdémetro a 630 nm, usande ¢ branco
como controle.

A atividade foi calculada pela diferenca de leitura
obtida entre o ensaio incubado e a reacdo no témpo zerc':a'e

eXxpressa em umoles de NH,*/h.cotilédone.

B~ Ensaio para GS

A avaliagdo da atividade da enzima glutamina sintetase
(GS - E.C. 6.3.1.2) foi feita de acordo com métcdo proposto
por RHODES et al (1976). Para tanto, foi medida a formacdo de
glutamil-hidroxamato formado pelos substratos glutamato e
hidroxilamina. A hidroxilamina é utilizada para substituir a

NH3 :

L-Glu + NH;{NH,OH) + ATP —» Gln{glutamil~hidroxamato) + ADP + Pi

Gln(glutamil-hidroxamato) + FeCl3 — cromdéforo
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0O ensaic consiste de 100 ul de ATP 100 mM, 300 pl de

MgCl, 300 mM, 300 ul de L—Glu 500 mM, 100 ul de NH,OH 100 mM,
400 pl de tampio Imidazol-HCL 200 mM (pH=7,2) e 400 pl do
extrafo dessalinizado em wolume final de 1,6 ml.

Todos os reagentes foram solubilizados em adgua. ATP e L-
Glu tiveram seus pHs acertados para 7,2 com KOH 1 M. A
hidroxilamina £foi solubilizada na presenga de NaOH na
proporcdo de 2:1 g, respectivamente.

0 ensaio foi incubado a 30°C e apdés 10 e 20 minutos,
foram retiradas aliquotas de 400 pl. A essa aliquota do
ensaio fol acrescentado 0,6 ml do reagente de FeCl;. Esse
reagente, proposto por FERGUSON & SIMS (1971), é composto de
HC1 0,67 M, &cido tricloroacético 0,2 M e FeCl; 0,37 M.

Ao se adicicnar o reagente de FeCl;, a reacdo &
interrompida e obtem-se a formacdo de um composto {(crombéforo)
responsavel pela coloracdo amarelada do ensaio.

As amostras foram centrifugadas a temperatura ambiente,
a 8000 x g, por 5 minutos. As proteinas precipitadas foram
removidas e a quantidade de glutamil-hidroxamato formada foi
monitorada em espectrofotdémetro a 535 nm. Como controle, foi
utilizada uma mistura de 0,6 ml do reagente de FeCl; com 0,4
ml de &agua.

0Os resultados foram expressos em pmoles de glutamil-
hidroxamato/h.cotilédone levando-se em consideracdo que 1
pmol de glutamil-hidroxamato, nas condigdes do ensaio,

apresenta uma absorbancia em torno de 0,34 (MORI, 1981).
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C—~ Ensaio para GOGAT

A atividade da enzima glutamato sintase ou glutamina-
oxXoglutarato amidatransferase (GOGAT - E.C. 2.6.1.53) foi
avaliada pelo método proposto por DOUGALL (1974).

Neste método, a determinacdo da atividade da enzima é

feita mediante a quantificac3o do consumce de NADH durante a

reacdo da enzima com os substratos L-Gln e a-KG, como segue:

I-Gln + o~KG + NADH — 2 Glu + NAD'

O meio de reagdo para o ensaio da enzima apresenta a
seguinte composicdo: 300 nul de NADH 1 mM, 300 pl de L-Gln 50
mM, 300 pl de a-KG 50 mM, 1,5 ml de tampdo Tris-HCl 50 mM
{(pH=7,5) e 0600 pl do extrato dessalinizado. Obteve-se, desse
modo, um volume final de 3,0 ml.

Como controle, foi montado um ensaic com os mesmos
substratos, porém a glutamina foi substituida por 300 ul de
tampéio. do ensaio.

Os tubos de ensaio foram mantidos & 30°C e a reacdo foi
monitorada em espectrofotdmetro a 340 nm, a 0, 15 e 30
minutos apods a adicdo do extrato. Agua foi usada como branco,
para calibrar o aparelho.

A atividade da enzima foi avaliada, calculando-se a taxa
de oxidag¢do da NADH, cujo coeficiente de extincdo é:

NADH Eis(mM) = 6,22

A atividade foi expressa em pmoles de NAD'/h.cotilédone.
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D— Ensaio para GDH

A atividade da enzima glutamato desidrogenase (GDH -
E.C. 1.4.1.3)- dependente de NADH, foi medida segundo
metodologia proposta por SODEK et al (1980) que, assim como

para GOGAT, avalia a oxidacdo de NADH a 340 nm, na presenca

de NH;" e a-KG:

o-KG + NH,” + NADH — Glu + NAD'

O ensaio foi composto de 300 pl de NADH 1 mM, 300 pl de
CaCl, 100 mM, 1,5 ml de (NH;).S50, 100 mM, 300 pl de a-KG 100
mM, 300 pl de tampdo Tris-HCl1 50 mM (pH=8,2) e 300 pl do
extrato.

No ensaio utilizado como controle substituiu-se o
(NH;) 504 por 1,5 ml de tampdo do ensaio.

Os tubos foram colocados em banho termostatizado a 30°C
e monitorados em espectrofotdémetro ‘a 340 nm a 0, 15 e 30
minutos apds a adicdo do extrato. Agua foi usada como branco

para calibrar o aparelho
O pH de a-KG foli ajustado para 8,2 com KOH 1 M e todos

05 substratos da reacdo foram solubilizados em Tris-HCL 50

mM, pH 8,2.
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4 . RESULTADOS

4.1- DEFINICAO DO MEIO DE CULTURA E CRESCIMENTO DOS

COTILEDONES

4.1.1- MEIOS DE CULTURA

Para iniciar os trabalhos com C. juncea, foi necessario
determinar, primeiramente, um sistema in vitro que permitisse
estudar o crescimento de seus cotilédones.

Para tanto, os meios de cultura liquidos descritos por
MILLERD et al. (1975), THOMPSON et al. (1977) e CHANDLER et
al. (1983) foram testados. Utilizou-se como fonte de N a
amida glutamina.

Os cotilédones foram incubados por um periodo de 8 dias
nos trés diferentes meios de cultura e apds esse periodo, o
crescimento dos mesmos foi avaliado. 0s resultados, expressos
em massa fresca por cotilédone, sic ilustrados pela figura 1.

0O meio descrito por THOMPSON et al. (1977) foi o que
apresentou maior eficiéncia em termos de crescimento. Os
dados, eXpressos em funcd3o da massa fresca média dos
cotilédones, demonstram que enquanto neste meio ocorreu um
aumento de 57,13 mg, nos demais, esse aumento foi de 26,57 mg
e 19,32 mg para os meios de Chandler e Millerd,
respectivamente. A massa fresca média dos cotilédones ao
final dos 8 dias de experimento foi de 65 mg para o meio de

Thompson, 34,37 mg para o meio de Chandler e 27,12 mg para
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Millerd. A massa fresca média dos cotilédones no inicio do
cultivo era de 7,80 mg.

O aumento em massa fresca de cotilédones crescidos in
situ (figura 3} num periodo equivalente ao do cultivo in
vitro foi bastante préoximo ao obtido pelo meio de Millerd,
mas inferior ao observado no cultivo em meio de Chandler e
Thompson.

Uma vez que o0 crescimento dos cotilédones obtido in
vitro, com o meio de THOMPSON, foi bem superior ao observado
in situ, ndo £foi feita nenhuma tentativa no sentido de

otimizar esse msio de cultivo, gque passou a ser utilizado em

todos o0s ensaios posteriores.

4.1.2- TEMPQ DE INCUBACAO

Com o objetivo de determinar o tempo em que 0s
cotilédones deveriam ser mantidos no meio de cultura, outro
experimento fol conduzido em condicdes semelhantes. Glutamina
foli utilizada como fonte de N e os cotilédones permaneceram
no meio de cultura por um periodo que variou de 2 a 15 dias.
0O acumulo de massa fresca e massa seca, bem como o contetdo
de proteinas foram analisados.

De acordo com a figura 2A, nota-se gque o0s ganhos em
massa fresca e seca ocorreram quase que paralelamente.
Observando as curvas obtidas para massa seca {(figura 2A) e
proteinas (figura 2B), verifica-se que elas seguem um

contorno sigmdide, que é mais acentuado para proteinas, sendo
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FIGURA 2Z2A- Crescimento de cotilédones de €. juncea em meio de
cultura liquido por um periodo de 0 a 15 dias. Cotilédones
imaturos com 39 DAA foram cultivades com glutamina como fonte

de N.
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imaturos com 39 DAA foram cultivados com glutamina como fonte

de N.
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que © 1intervalo de 4 a 6 dias apés o inicio da cultura
representa a fase onde ocorrem os maiores ganhos.

A partir da andlise deste dados, foi estipulado tempo de
oito dias de incubacdo, tendo em vista que esse periodo

apresentou bom crescimento e alto actmulo de massa.

4.1.3- IDADE DOS FRUTOS

Com o intuito de estabelecer a idade em que os frutos
deveriam ser coletados para os experimentos, foi realizada,
inicialmente, uma andlise do material in situ durante a
ontogenia do fruto. Para o intervalo que variou de 12 a 45
dias apGs a antese, foram determinadas as massas fresca e
seca das sementes. O0s cotilédones, devido ao seu tamanho
bastante reduzido, sé puderam ser separados do restante da
semente depois de 30 DAA.

De acordo com os dados mostrados na figura 3 é possivel
notar um ganho gradativo em massa o qual torna-se mais
acentuado a partir de 30 DAA.

Os valores das massas seca e fresca de cotilédones sio
eXpressos para o0 par, o que facilita a comparacdoc com as
sementes. Verifica-se que os aumentos em massa registrados

para os cotilédones ocorreram em paralelo aos da semente.
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FIGURA 33— Crescimento in situ de sementes e cotilédones de C
juncea. Sementes colhidas em diferentes DAA. Separacdo dos

cotilédones sé foi viadvel apds 30 DAA e os dados, expressos

por par de cotilédones, facilita comparacidc com sementes.
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Baseado nos dados obtidos para cotilédones crescidos in
situ, foli montado um ensaio com cotilédones coletados aos 36,
39, 42 e 45 DAA e cultivados nas condigdes de cultura ija
estabelecidas. 0Os dados deste experimento s3o mostrados nas
figuras 4A e 4B.

A figura 4A demonstra que os cotilédones, coletados no
intervalo de 36 a 45 DAA, apresentaram ganhos em massa
fresca, dque giraram em torno de 40 mg/cotilédone. J& o
acumulo em massa seca, teve uma variagdo, para este mesmo
intervalo, de aproximadamente 4 mg, ficando em torno de 13
mg/cotilédone. Contudo, & possivel nofar, apesar da pequena
diferenca existente entre as fases 39 e 45 DAA, que a
correspondente a 39 DAA & aquela no qual se obteve o maior
crescimento dos cotilédones.

Analisando, também, a diferenca em massa obtida entre
uma fase e a sua antecedente, & possivel verificar que ela
serd positiva para o primeiro intervalo (39-36 DAA= 3,70
mg/cotilédone para massa fresca e 4,07 mg/cotilédone para
massa seca) e negativa para os demais. Isso demonstra que 39
DAA, além de representar a fase de pico, &, também, aquela em
que ocorreu maior variacdo em relagdao ao ganho em massa
fresca e seca.

Pelos dados obtidos para acuimulo protéico,e mostrados na
figura 4B, é possivel notar que 42 DAR foi a idade de pico
para proteinas, porém uma analise entre a diferencga entre uma

idade e a sua antecedente, mostra que a maior variacgdo em
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FIGURA 4B- Crescimento de cotilédones de €. juncea in vitro.

Cotilédones foram cultivados por 8 dias com Gln como fonte de

N.
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acimulo protéico ocorre entre 36 e 39 DAA, com ganhos
equivalentes a 1,5 vezes o cobtido entre 39 e 42 DAA.

Partindo dessas analises, os cotilédones selecionados
para os experimentos posteriores foram coletados com 39 DARA,
Coincidentemente, os cotilédones utilizados nos experimentos

posteriores, também contavam com essa idade.

4.1.4- FONTES DE NITROGENIO

Procurou-se, em seguida, determinar a influéncia de
diferentes fontes de N sobre o crescimento dos cotilédones de
C. juncea. Foram testadas as amidas, glutamina e asparagina,
o ureideo, ALN, e, ainda, NH,NO:, como fontes Unicas de N. Os
dados deste teste podem ser vistos nas figuras 5A e 5B.

Nota-se, na figura B5A, que, em termos de massa fresca,
glutamina e ALN apresentaram rendimentos superiores a 2 vezes
ao obtido por asparagina e NH;NO;. Enquanto esta fontes de N
apresentaram valores préximos a 20 mg/cotilédone, as
primeiras demonstraram ganhos em torno de 50 mg/cotilédone.

Quando se compara a aquisicdo de massa seca, verifica-se
que as diferentes fontes de N apresentam valores decrescentes
que seguem a sequéncia glutamina, asparagina, ALN e NH;NOs,
com ganhos de 11,15; 7,02; 5,85 e 4,15 mg/cotilédine,
respectivamente. Nota-se, também, que nao houve
proporcionalidade entre massa seca e fresca. O destaque,
neste sentido, foi  ALN, onde a massa fresca foi

desproporcionalmente mais alta em relac3c 4 massa seca.
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Ja ao se analisar a figura 5B, referente ao acimulo de
proteinas nos cotilédones de C. juncea, é possivel notar que
a amida glutamina proporcionou um ganho superior ao de outras
fontes de N, apresentando quase duas vezes mais proteinas que
a segunda melhor fonte, asparagina. Enquanto glutamina
expressou valores de 67,11, asparagina obteve ganho de 34,86
g de proteinas/cotilédone. As duas amidas mostram ganhos
bastante significativos em relagdo a ALN e & fonte
inorgénica, que obtiveram ganhos de 7,17 e 12,12 pg de
proteinas/cotilédone, respectivamente. E possivel notar,
também, gque o ureideo demonstrou ser a fonte menos eficiente
para o crescimento dos cotilédones, uma vez que foi superado

pela fonte inorgéanica.
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FIGURA 5A~ Crescimento de cotilédones de C. juncea cultivados
com diferentes fontes de N. Cotilédones com 39 DAAR foram

cultivados durante 8 dias com diferentes fontes de N na

concentracdo de 1,75 g de N/1.
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FIGURA 5B~ Acimulo de proteinas em cotilédones de C. juncea
cultivados com diferentes fontes de N. Cotilédones com 39 DAA

foram cultivados por 8 dias com diferentes fontes de N na

concentracédo de 1,75 g de N/1.
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4.2 -ATIVIDADE DA ENZIMA ASPARAGINASE

A influéncia das amidas glutamina e asparagina sobre a
‘atividade da enzima ASNase foi a préxima etapa estudada.

Inicialmente, foi realizado um estudo com a finalidade
de estabelecer em qual idade os cotilédones de C. juncea
apresentavam malor atividade para a enzima ASNase. Foram
coletados frutos entre 36 e 45 DAA. Procedida a extracdo, a
atividade da enzima foi dosada. 0s resultados obtidos s&o
apresentados na figura 6.

Verificou~se que a fase correspondente a 39 DAA foi
aguela em que os cotilédones apresentaram maior atividade
para ASNase, coincidindo com o estadio onde também se cobteve
melhores indices de crescimento.

Utilizando-se cotilédones com 39 DAA cultivados in
vitro, foi conduzido um experimento com o objetivo de
verificar o comportamento da atividade da ASNase na presenca
das duas amidas como fontes de N. Do extrato vegetal
utilizado para dosar a atividade da ASNase foi determinado,
ainda, © teor de proteinas. Medidas de massa fresca dos

cotilédones também foram Ffeitas.
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Ativ.especifica da ASNase

FIGURA 6- Atividade especifica da ASNase (nmoles NH,'.h/mg
proteina) em cotilédones de . juncea coletados no intervalo

de 36 a 45 DaA.
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A maior atividade da ASNase foi observada quando a fonte
de N foi asparagina (figura 7a). A enzima, que no dia inicial
apresentou atividade préxima a 8,7 nmoles de NHs".h/mg de
proteina, alcangca seu pico (13,5 nmoles de NH,'.h/mg de
proteina), no quarto dia apdés o inicio da cultura, quando
cultivada em meio liquido com essa amida. Apbs este estadio,
a atividade da enzima declinou chegando a um valor préximo ao
inicial. Porém, quando esses cotilédones sio mantidos com
glutamina, como fonte de N, a curva apresenta valores que
decresceram durante todo o periodo de cultivo, chegando ao
valor de 2,89. nmoles de NH,'.h/mg de proteina no Gltimo dia
de cultivo.

Os dados mostrados na figura 78, que expressam os ganhos
em massa fresca, demonstraram que glutamina, assim como nos
experimentos anteriores, apresentou maior eficiéncia que
asparagina para o crescimento dos cotilédones de C. Jjuncea.
Cotilédones cultivados com glutamina apresentaram maior
acimulo em massa fresca, atingindoe um valor cerca de duas
vezes maior ao alcancado por aqueles crescidos em presenca de
asparagina.

Os niveis de proteina dos cotilédones {(figura 7C)
demonstraram um aumento progressivo para as duas fontes de N,
embora atinja valores superiores, a partir do quarto dia de
cultivo, quando a fonte ¢é glutamina. Os resultados, tanto
para crescimento como para proteinas, demonstraram que a

diferenca entre as atividades da ASNase na presenca de
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FIGURA 7A- Influéncia das amidas Gln e Asn sobre a atividade
especifica da ASNase (nmoles NH,'.h/mg proteina) de
cotilédones de C. juncea. Cotilédones imaturos com 39 DAA

foram cultivados com as amidas por um periodo de 8 dias.
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FIGURA 7B~ 1Influéncia das amidas Gln e Asn sobre o
crescimento de cotilédones de C. juncea. Cotilédones imaturos

com 39 DAA foram cultivados com as amidas por um periodo de 8

dias.
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FIGURA 7C- Influéncia das amidas Gln e Asn sobre o

crescimento de cotilédones de C. juncea. Cotilédones imaturos

com 39 DAA foram cultivados com as amidas por um periodo de 8

dias.
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asparagina ou glutamina n3c pode ser explicada por
crescimento anormal ou deficiéncia no processo de extracio.

Tendo em vista os efeitos opostos da duas amidas sobre a
atividade da ASNase, outro ensaio foi realizado utilizando
combinagdes dessas fontes para determinar qual delas exercia
efeito sobre a enzima. Os resultados podem ser vistos na
figura 8.

Nos controles, onde Asn e Gln foram mantidas como fontes
Gnicas, Asn propiciou maior atividade da enzima, enquanto que
Gln diminui essa atividade, o que foli verificado com os dados
anteriores. Quando as amidas foram combinadas a atividade da
ASNase diminuiu, da mesma forma observada com Gln como fonte
Unica de N. A predomindncia do efeito da Gln também foi
observada quando combinada com Asn em concentracdo relativa
de 1/10 (Gln/Asn).

Portanto, a concentracdo de Gln influi diretamente sobre
a atividade da ASNase, sendo que quanto maior a concentracdo
de Gln, menor é a atividade. Esse fato & constatado ac se
comparar os resultados obtidos nos tratamentos Asn, Asn+Gln e
Asnt+Gln/10. Enquanto o primeiro tratamento, onde Asn &
utilizada isoladamente, apresenta a maior atividade para
ASNase, o0S outros tratamentos, que utilizaram combinacdes
entre Asn e Gln, demonstram uma reducdo nesta atividade

conforme a concentrac3o de Gln & aumentada.
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4.3 ATIVIDADES DAS ENZIMAS GS, GOGAT % GDH

Tendo em vista o efeito de asparagina e glutamina sobre
a ASNase, procurou-se determinar qual seria a influéncia
dessas amidas sobre as atividades das principais enzimas
envolvidas no aproveitamento de NH,' e, portanto, na formacio
direta de aminoacidos para a sintesé de proteinas de reserva.

Apbs cultivo in vitro durante 8 dias na presencga de
asparagina e glutamina comc fontes tnicas de N, verificou-se
que asparagina demonstra uma tendéncia para proporcionar
atividades mais elevadas em relacido a glutamina (figuras 934 e
9B). Observa-se, porém, que para os cotilédones de C. juncea,
as diferencas de atividades de GS e GDH proporcionadas pelo
cultivo com qualquer dessas amidas s3o relativamente
pequenas.

Por outro lado, a atividade de GOGAT para cotilédones
crescidos em meio de cultura contendo asparagina como fonte
de N, mostra ser o dobro da atividade alcancada por
cotilédones cultivados em presenca de glutamina como fonte

nitrogenada.
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Arividede de QXAT e GH

FIGURA 9A~ Atividades de GOGAT e GDH em cotilédones de C.
juncea cultivados in vitro. As Atividades sdo expressas em
pmoles de NAD'.h/cotilédone para cotilédones com 39 DAR,

cultivados por 8 dias.
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Atividade de GS
5

FIGURA O9B- Atividade de GS em cotilédones de C. Jjuncea
cultivados in vitro. A Atividade é expressa em pmoles de
glutamil-hidroxamato.h/cotilédone para cotilédones com 39

DAA, cultivados por 8 dias.
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4.4 INFLUENCIA DE GLUTAMATO SOBRE O CRESCIMENTO DE

COTILEDONES

Tendo em vista que a superioridade de glutamina sobre
asparagina, como fonte de N, n3o pode ser aparentemente
eXplicada em termos de oscilacdes na atividade de GS, foi
conduzido um outro experimento para verificar se a menor
eficiéncia de asparagina como fonte de N ocorreria em funcao
de uma possivel deficiéncia de glutamato, necessario para
assimilac8o de NH," produzido, entre outros, pelo catabolismo
da prdpria asparagina. Para este fim, glutamato, na
concentragao de 1,75¢g de N/1 foi incluide nos meios de
cultivo contendo glutamina ou asparagina e os resultados
obtidos por este ensalio sdoc mostrados na figura 10A, 10B e
10C.

Analisando os dados referentes ac ganho de massa seca
(figura 10B)e acumulo de proteinas (figura 10C), & possivel
inferir gque glutamato, quando usado isoladamente, nao
demonstra ser uma fonte de N tdo eficiente quanto as amidas,
para o crescimento dos cotilédones de (. juncea. Quando
glutamato é utilizado em combinagcdo com asparagina ou
glutamina, exerce acdo inibitdéria sobre o crescimento desses
cotilédones reduzindo, em menor ou maior grau, o ganho em
massa (fresca e seca) e o acumulc de proteinas proporcionados

por essas fontes, quando utilizadas isoladamente.
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FIGURA 10B- Efeito de Glu sobre o crescimento de cotilédones

de C. juncea. Cotilédones com 39‘DAA foram cultivados por 8

dias . Cada fonte foi adicionada na concentracio de 1,75 g de

N/L.
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5. DISCUSSAO

5.1- DEFINICAO DAS CONDICOES DE CULTIVO IN VITRO PARA OS

COTILEDONES DE C.juncea.

0 crescimento de cotilédones de C. juncea in vitro,
mostrou—se adequado, para os fins deste estudo, quando
coletados aos 39 DAA e cultivados por 8 dias, no meio de
cultura ligquido descrito por THOMPSON et al. (1977).

Para chegar a esta conclusido foi necessario avaliar
variaveis como o meio de cultura, o estiddio ideal para coleta
do material, tempo de cultivo e fontes de N adequadas. Porém
estas anélises ndo foram realizadas com o intuito de otimizar
as condigdes de cultiveo, e sim, para encontrar aquelas que
fossem adequadas para a realizacdo dos estudos com as
diferentes enzimas.

As citadas condig¢des, utilizadas neste trabalho, foram
consideradas adequadas pois proporcionaram resultados de
crescimentos mals elevados que aqueles observados para
cotilédones coletados in situ. A comparacgido dos dados obtidos
na figura 1, para cotilédones de 39 DAA crescidos por 8 dias
em meio de THOMPSON, com o©s dados de massa fresca de
cotilédones coletados de plantas no periodo de 39 a 45 dias
{(intervalo de 6 dias}) da figura 3, demonstra este resultado:
enquanto que os cotilédones coletados Iin situ apresentam um

ganho em massa fresca de cerca de 21,1 mg num periodo de 9
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dias, in vitro esse valor atinge um ganho de 57,13 mg no
pericdo de 8 dias de cultivo.

0 maior crescimento de cotilédones cultivados in vitro
comparado com aqueles crescidos in situ também fol obtido em
outros estudos: THOMPSON et al. (1977), trabalhando com
cotilédones de scja, cultiwvados com glutamina, por um periodo
de 6 dias, obtiveram ganhos em massa fresca de 20,9 mg in
situ e 58 mg in vitro; HAGA & SODEK (1987), utilizando as
mesmas condicdes para 0 crescimento de soja, também
observaram esse fato. |

Durante a incubacdo de cotilédones, é comum obter uma
curva sigmoidal para © crescimento e, principalmente, para
acimulo de proteinas de reserva. A fase de crescimento lento
observada no inicio do cultivo possivelmente constitui um
periodo de adaptacdoc fisioldgica ao novo meio. Logo em
sequida vem uma fase de rapido crescimento que tende a,
gradativamente, atingir valores mais estaveis.

Na literatura, geralmente, o tempo de incubag¢do usado
para os sistemas in vitro é escolhido de modo a englobar a
fase de crescimento rapido e alguns dias apds este estadio.
Esse tempo pode wvariar em 5 (LEA et al., 1979 - trabalhando
com ervilha), 6 (THOMPSON et al., 1977 - cultivo de soja),
7 (SKOKUT et al.,1982 - soja) ou mais dias. Sabe-se, ainda,
que cotilédones em condigdes de cultive In vitro sdo capazes
de sintetizar proteinas por um periodo maior que 8 dias
(MILLERD et al, 1975)}.

No experimento ilustrado pela figura 2, em que OsS

cotilédones de crotaldria foram mantidos em meio de cultura
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por até 15 dias, nota-se que, para essa planta, a fase de
maior actmulo de massa e de proteinas ocorre entre o periodo
de 4 a © dias. Portanto, o prazo de 8 dias foil determinado
como o adequado para o crescimento desses cotilédones. E
importante notificar, também, que neste intervalo, a
quantidade de N no meio ainda ndo é limitante, uma vez que a
sintese protéica se prolonga por mais dias.

A idade dos cotilédones utilizados para o cultivo in
vitro & outro fator que influi no crescimento (THOMPSON et
al., 1977). Analisando os dados obtidos na figura 4, ¢&
possivel notar que os cotilédones de C. juncea apresentam um
aumento de crescimento proporcional ao seu tamanho inicial e
que gira em torno de 40 mg para massa fresca. Esses
resultados também foram demonstrados para soja pelos
trabalhos de HAGA & SODEK, (1987) e THOMPSON et al., (1977},
que obtiveram um ganho de aproximadamente 20 mg/cotilédone.

Estudos realizados por THOMPSON et al., {(1977) e
confirmados por HAGA &  SODEK, (1987) mostraram que
cotilédones de soja a partir de 20 DAA apresentaram um ganho
constante em massa seca. J& para proteinas, esse ganho
constante ocorreu com cotilédones a partir de 30 DAA. Os
dados mostrados na figura 4, para cotilédones de C. juncea
cultivados por 8 dias, confirmam que a partir de 39 DAA o
ganho em massa seca se torna praticamente constante e que os
ganhos protéices se estabilizam a partir de 42 DAA

Estudos anteriores demonstraram que a glutamina & a mais
eficiente fonte de N utilizada pelos cotilédones de soja

(THOMPSON et al., 1977; HAGA & SODEK, 1987) e de ervilha (LEA



60

et al., 1977) para a sintese protéica e a que proporciona
maior ganho em massa seca. 0Os dados obtidos confirmaram essa
tendéncia também para os cotilédones de C. juncea (figura 5).
Presumivelmente isso deva ocorrer porgue a glutamina é uma
fonte de rapida absorcdo, baixa toxicidade, facil conversdo a
glutamato e outros aminoacidos, além de participar de varias
reacbes bioldégicas importantes (THOMPSON et al., 1977).

O crescimento de cotilédones utilizando asparagina como
fonte de N fol cerca de 30% menor que glutamina. Apesar de
LEA et al. (1877) terem mostrade que, para ervilha,
asparagina ¢é wuma fonte tdo eficiente quanto glutamina,
trabalhos com soja (THOMPSON et al.,1977; SKOKUT et al, 1982;
HAGA & SODEK, 1987) exibiram a mesma tendéncia apresentada
por crotaléaria.

SKOKUT et al., (1982) demonstraram que o N derivado do
grupamento amida da asparagina se acumula no meio de cultivo
e sugeriram que houvesse baixa atividade das enzimas de
assimilacdo de NH,", o que explicaria a menor eficiéncia da
Asn como fonte de N. Nossos dados demonstram, porém, que a
atividade de GS é até superior quando a fonte de N &
asparagina (figura 9), o que coloca em duvida a hipdtese de
SKOKUT et al. |

Por outro lado, a deficiéncia nos processos de
assimilagdo de NH," pode resultar ndoc apenas de uma baixa
atividade de GS, mas também por falta de glutamato. Porém
nossos resultados ndo confirmam essa hipbtese, tendo em vista
que a inclusdo de glutamato no meio de cultura ndo melhorou a

eficiéncia obtida com asparagina (figura 10). De qualquer
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forma, a deficiéncia metabdlica em relacdo & assimilacdo de
aménia, allada a efeitos de toxicidade desse actimulo ainda
poderia explicar a menor eficiéncia de asparagina, como fonte
unica de N, em relacdo a glutamina.

Além de asparagina e glutamina, outras fontes de N foram
estudadas neste trabalho. Destas fontes, ALN e NO; foram
utilizados por serem, junto com as amidas, os principais
componentes do transporte de N em crotaldria. Ja NH,” & a
forma de N inorganico assimilada em reag¢des catalizadas pela
GS ou por GDH.

ALN foi uma fonte de N pouco eficiente para o
crescimento de cotilédones de C. juncea crescidos in vitro. A
baixa eficiéncia de ALN poderia estar associada ac fato que
os ureideos (ALN e ALC) nao sdo importantes no transporte de
N em crotalaria (VITORIA, 1994) ., Entretanto, esta
possibilidade parece pouco provavel, uma vez que em soja, uma
leguminosa onde esses ureideos predominam como forma de
transporte, ALN também ndo foi eficiente como fonte tnica de
N para o cultivo de cotilédones (HAGA & SODEK, 1987).

O uso de ALN proporcionou maior aumento de massa fresca, |
sem o incremento concominante de massa seca. Isso sugere que
esta fonte de N provoca um acumulo de 4&gqua no tecido
cotiledonar maior que o observado para as outras fontes.

ALN foi a segunda pior fonte de N se considerada a massa
seca, e a plior do ponto de vista do actmulo de proteinas.

Varios fatores podem afetar a utilizacdo da ALN como
fonte de N para cotilédones crescidos em meio de cultura. A

baixa absorcdc da ALN do meio de cultura pode ser um fator
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limitante para a sua utilizacdo assim como uma rota
metabdlica imcompleta para a utilizacdo de ureideos como
fonte de N, uma vez que ainda ndoc foi demonstrado qualquer
atividade de enzima gque degrade o Aacido alantdéico em
cotilédones (HAGA & SODEK, 1987). RAINBIRD et al. (1984)
demonstraram que in vivo os ureidecs s3o metabolizados nos
tecidos do fruto antes de atingirem os cotilédones e que
asparagina e glutamina constituem as principais formas de N
utilizadas para a nutrigdo desses O6rgaocs. Isso poderia
explicar a auséncia de um sistema metabdlico eficiente para a
utilizacdo de ALN nos cotilédones (HAGA & SODEK, 1987).

NH:NO; apresentou, dentre as fontes testadas, baixa
eficiéncia para manter o crescimento de cotilédones de C.
juncea. Dados semelhantes foram obtidos para soja e ervilha
por THOMPSON et al. (1977), LEA et al. (1979) e HAGA & SODEK
(1987) .

O NO3", uma forma de transporte de N exclusiva do xilema
(PATE, 1980), parece ser totalmente metabolizado antes de
atingir o fruto. Tentativas de detectar atividade da enzima
redutase de nitrato em cotilédones imaturo foram infrutiferos
(MORI & SODEK, 1883). Portanto, é possivel gque a pouca
utilizacado de NH;NO; como fonte de N se deva a presenga do

ion NH,'.

5.2~ ATIVIDADE DA ASNase

A enzima ASNase desempenha um importante papel na

formagdc de proteinas de reserva em cotilédones de
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leguminosas. Responsavel por degradar a Asn gque chega ao
fruto em desenvolvimento, sua atividade gera ccmo produtos
elementos chaves que sdo utilizados diretamente na sintese de
outros amincicidos.

Essa via metabdlica envolve, além da ASNase, outras duas
enzimas importantes, GS e GOGAT, que assimilardo o NH,” e o
transformardo em um outro produto passivel de ser usado para
a sintese de aminocacidos, através de transaminagdes, o
glutamato.

A atividade da ASNase varia de acordo com o material
estudado. LEA et al. (1977}, trabalhando com Lupinus
polyphyllus encontrou atiwvidade de 3,51 nmol/min/mg proteina
para o extrato bruto; CHANG & FARNDEN (1981), usando extrato
bruto de L. arboreus, obteve atividade de 9,1 nmol/min/mg
prot.; AGUIAR (1995) obteve, para extrato bruto de trés
diferentes espécies do género Crotalaria, as seguintes
atividades especificas(nmol/min/mg de prot.): C.zanzibarica =
0,003, C.paulina = 0,0038 e C.juncea = 0,023; CHAGAS (1997)
obteve, para extrato bruto de ervilha, atividade de 16
nmol/min/mg de proteina. Os dados obtidos por nds mostraram
atividade de 0,145 nmoles/min/mg prot. Nota-se que as
atividades obtidas para crotaladria sdo bem inferiores aquelas
obtidas para Lupinus e ervilha. Vale destacar aqui, que o
material utilizado para esses experimentos foli coletado na
fase de maior atividade da ASNase, o que explica a menor
atividade obtida por AGUIAR (1995) para esta mesma espécie,.

Além da atividade da ASNase variar de acordo com a

planta estudada, também pode ser diferente de acordo com ©
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érgao, ou parte do 6rgdao estudada. CHANG & FARNDEN, 1981,

demonstrou que a atividade de ASNase varia de acordo com a
regido da raiz e a idade das folhas em espécies de Lupinus.
HOSTALACIO et al. (1985) obtiveram dados onde o pico de
atividade de ASNase, em feijido, ocorre primeiro no cotilédone
e atinge niveis praticamente iguais em testa e cotilédone.
SCPEK et al, 1980, demonstraram que o pico de atividade enm
testa de ervilha, além de ocorrer antes do pico de atividade
no cotilédone, o faz em maior intensidade.

Quando os cotilédones de (. juncea s3o submetidos a
cultivo 1in vitro com as duas amidas, verifica-se que a
atividade da ASNase segue os mesmos padrdes obtidos para soja
(TONIN & SODEK, 1990). O aumento de atividade da ASNase
observado até o quarto dia de cultura em meioc com asparagina
deve~se, provavelmente, a necessidade de sustentacio da
sintese de todos o0s outros compostos nitrogenados que
entrardo na biossintese das proteinas de reserva (TONIN,
1988) .

Apds essa fase, ocorre uma queda na atividade da ASNase,
que chega a atingir, no oitavo dia de cultivo, valor préximo
a atividade inicial. Essa diminuicdo, também observada em
cotilédones de soja, foi explicada por TONIN (1988) como
sendo acdo de alguma substidncia inibidora sintetizada a
partir do inicio desse declinio.

Quando glutamina é utilizada como fonte de N para o
crescimento de cotilédones de C. juncea ocorre uma diminuicéo

gradativa da atividade da ASNase desde o inicio até o final
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do cultivo. Resultados semelhantes foram obtidos por TONIN
(1988), para soja.

Crescimento anormal ou mesmo uma deficiéncia no processo
de extracdo ndoc podem justificar essa diferenca no padrao de
atividade da enzima para as duas amidas, uma VvezZ dJue OS
niveis de proteinas presemntes nos extratos tiveram um aumento
progressivo.

Duas hipdéteses poderiam explicar esse comportamento da
enzima: ou asparagina estimularia a atividade da enzima ou
glutamina, agindo de modo contriario, inibiria esta atividade.

Os resultados ilustrados na figura 9 esclarecem essas
hipbéteses ao ilustrar claramente a inibic¢do da atividade da
enzima por glutamina. Neste experimento, verifica-se que
quanto maior & a concentracdo de glutamina no meio de
cultura, maior é o grau de inibig¢3dc ao gqual a enzima esta
submetida. Assim, quando glutamina é utilizada na mesma
concentragdo que asparagina a atividade da ASNase se reduz
pela metade, enquanto que glutamina usada na concentragdo de
1/10 de asparagina reduz a atividade em cerca 30%.

Conforme sugerido por TONIN (1988), os resultados
indicam que essa diminuic¢cdo na atividade, seria devido a uma
provavel inibigdo da sintese da enzima por glutamina. Como o
nivel de degrada¢do se mantém, a quantidade de enzima
presente se reduz, o que refletird diretamente sobre sua
atividade, fazendo-a diminuir,

0Os dados nos permitem ainda, calcular a taxa de acumulo
de proteinas por cotilédone. Sabendo-se que a variagao

protéica no periodo de 0 a 8 dias de cultura é de 67,11 ug
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prot./cotilédone, quando glutamina é utilizada como fonte e
que essa variacdo para asparagina é de 34,86 ug
prot./cotilédone, chega~se a valores de incorporacdo de N de
cerca de 4 nmoles N/h/cot., para glutamina, e de 2,07 nmoles
N/h/cot ., para asparagina.

Os wvalores de atividade de ASNase, dados em nmoles de
NH,"/h/cotilédone, sdo ,respectivamente, de 42,36 e 059,29,
para glutamina e asparagina. Esses dados nos permite deduzir
que essas atividades de ASNase sd3o suficientes para permitir
o acimulo protéico verificado para ambas as fontes. A menor
eficiéncia da fonte asparagina, em relagdo a glutamina, néao

pode ser explicada por alguma limitacdo na atividade da

ASNase.

5.3~ ATIVIDADES DAS ENZIMAS GS, GOGAT E GDH"

As atividades de GDH e GS (figura 9) praticamente nao
apresentaram grandes diferencas quando as fontes de N
utilizadas para o cultivo de cotilédones de C. juncea foram
as amidas asparagina e glutamina. No entanto, é possivel
notar estes valores foram consistentemente maiores quando
asparagina foli usada como fonte de N.

Relacionando as atiwvidades de GS e GDH com a ASNase, é
possivél inferir que essa ligeira vantagem da asparagina
sobre glutamina se deva & maior atividade da ASNase, que
ocorrendo até o quarto dia de cultivo (figura 7), libera

substrato (NH,") para a utilizacio por parte dessas enzimas.
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Verifica-se , também, gque a atividade de G35 é bastante
superior & GDH, compativel com o fato de esta ser via
preferencial para a assimilac¢3o de NH,” em cotilédones de C.
juncea.

GOGAT, contudo, demonstrou atividade mais elevada quando
asparagina foi usada como fonte de N, atingindo um wvalor
maior gue o dobro da atividade alcancada quando a fonte de N
no meio de cultivo foi glutamina. MIFLIN & LEA (1977) notaranm
que a enzima é inibida pela presenca de glutamina.

Apesar da atividade de GOGAT ser mais baixa em
cotilédones cultivados com glutamina, isso ndc chega a ser um
fator limitante em funcdo da alta eficiéncia de utilizacgao
desse aminoacido como fonte de N.

Os dados para acumulo de N, apresentados no item
anterior, podem também ser utilizados aqui e comparados com
as atividades demonstradas pelas enzimas GS e GOGAT.
Observando os dados da figura 9, pode-se inferir que a
atividade de GS para as duas fontes nitrogenadas é muito
superior ao necessario para atender a taxa de N acumulado nos
cotilédones sob a forma de proteinas. Portanto, a menor
eficiéncia de asparagina cocmo fonte de N, ndo pode ser

explicada por deficiéncia na atividade de GS.
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6. CONCLUSOES

1. A atividade da enzima ASNase de cotilédones imaturos
de C. juncea, cultivados em meio de cultura,' @ inibida pela

amida glutamina.

2. Asparagina demonstrou ser uma fonte de N menos
eficiente que glutamina para o cultive in vitro de
cotilédones de C. juncea. Essa menor eficiéncia de asparagina
nio pode ser explicada por:

- deficiéncia na atividade de GS;
- limitacdo da enzima ASNase;

- Insuficiéncia de glutamato para a reacdo de GS.
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