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I - INTRODUCAOQ

1. Salinidade.

De um modo geral, um solo € considerado salino quan
do contém sais soliveis em quantidades suficientes para preju
dicar o crescimento das plantas. Nos Estados Unidos, o U. S.
Salinity Laboratory recomenda a medida da condutividade elétri
ca como indicativo do nivel de salinidade do solo (RICHARDS,
1954) . Ainda hoje é estabelecido o valor de 4 mmho X cm” pa
ra a condutividade elétrica do extrato de saturacdo de um so
lo, como o minimo para considera-lo como salino. Convém res
saltar, entretanto, que como a toleréncia ao excesso de sais
varia n&c sO com a espécie, como com © tipo de sal e com as
caracteristicas do solo, ndo & possivel estabelecer-se uma con
centragéo minima de sal no solo a partir da gual - as plantas

tém seu crescimento reduzido.

As plantas, de acordo com o grau de resistencia ou
tolerancia ao excesso de sais, podem ser separadas emdoisgru
pos: haldofitas e glicofitas. As primeiras ndo apenas tole
ram a salinidade, como também tém o crescimento estimulado pe
lo sal ({(FLOWERS et al., 1977), enquanto que as segundas, qua
se todas de importancia economica, sao susceptiveis ao exces

so de sais.

Os sais soliveis que compdem os solos salinos sdo
constituldos, principalmente, pelos cations de sddio, calcio
e magnésio, e pelos anions cloreto e sulfato. Outros ions,

tais como potassio, bicarbonato e nitrato, ocorrem em pequenas



quantidades (RICHARDS, 1954} . Normalmente, tais solos se lo
calizam em regioes de climas aridos ou semi-aridos, onde pre
dominam altas taxas de evaporagao, o que faz com que a con

centracdo de sais no solo e na agua aumente (RICHARDS, 1954).

£ dificil se avaliar com precisdo a extensao das 2
reas salinizadas dispersas pelo mundo, embora seja de valor re
conhecidanente elevado. KOVDA (1937), citado por STROGONCV
(1964) estima que na Uniéo Soviética cerca de 10% de sua area
ou seja cerca de 200 x 106 ha estejam salinizados. ©Nos Esta
dos Unidos, com uma agricultura altamente especializada, a sa
linidade reduz em mais de 25% a producdo de suas areas irriga
das {BLACK, 1968}.. Em Punijab, uma regiao da India, algo em
torno de 7,4 x 106 ha-dos 31 % 106 ha de terras agricolas sao
estimados como salinos. Além disso, piorando mais ainda a si
tuacao nesta regiéo, aproximadamente 0,25 x 106 ha de terras
por ano estao tornando-se salinas como resultado de um inade

guado sistema de irrigacao {RAHEJA, 1966), citado por FLOWERS

et al. (1976).

No Nordeste brasileiro, apesar da falta de dados pre
cisos, estima-se que cerca de 20% de suas areas irrigadas, es
tejam salinizadas (PIZARRO, 1975). E possivel que este proble
ma se agrave devido &s condigdes climaticas desfavoraveis que
o Nordeste brasileiro apresenta (regido semi-arida), com bai
xos niveis de precipitacdes pluviométricas e deficiente siste

ma de drenagem existente,

Nos tltimos anos a pesquiSa com salinidade tem tor
nado-se uma ciéncia altamente sofisticada. Varios centros de
pesquisas, tais como o U. S. Salinity Laboratory, o Food and

Agriculture Organization, um O6rgdc das NacgOes Unidas, oUnited



Nations Educational, Scientific, and Cultural Organization, da
Universidade Ben Gurion em Negev e algumas outras organizagoes
na India sao de acordo com EPSTEIN et al. (1980), lideres no
desenvolvimento e aplicagao de novos métodos de irrigacao em a

reas salinizadas.

A recuperacao de um solo inutilizado pelo excesso de
sais ou em vias de inutilizagéo, em geral, envolve grandes in
vestimentos e somente em determinadas circunstancias podera ser
econOmicamente viavel (STROGONOV, 1964; BLACK, 1968). Como al
ternativa para resolver o problema da salinidade, surge a ne
cessidade de se desenvolver pesquisas no sentido de se conse
guir plantas que sejam resistentes ou tolerantes ao excesso de
sais. Para conseguir'este intento, & necessario primeiro que

gse conheca a fisiologia e biogquimica do estresse salino.

Também é importante que se conheca as diferencgas fun
damentais entre as haldofitas e as glicofitas de modo a se conhe
cer melhor porgque uma & resistente e a outra sensivel ao exces
so de sais. A este respeito, FLOWERS et al. (1977) apontam a
habilidade das halofitas em acumular altas concentracgoes de
ions inoxganicos, principalmente nas células das folhas, como
uma distincao fundamental deste grupo de plantas daquele das
glicofitas. A maioria das evidéncias sobre a localizagao des
ses ions dentro da célula, sugerem ser o vaclolo o reservatorio
onde eles sao acumulados. Por outro lado, o citoplasma para
nio sofrer desidratacdo pelo abaixamento do potencial hidrico
do vaciolo, se ajusta osmdticamente produzindo solutos organi
cos neutros, principalmente, acidos org@nicos, compostos nitro
genados e carboidratos. Esta capacidade de acumular compostos

orgidnicos nao & exclusiva das haldfitas e nem somente acontece



em situacgodes de estresse salino, como também em condices de

estresse de agua ou de temperatura (FLOWERS et al., 1977).

As glicofitas, por sua vez, sao afetadas pelo exces
so de ions em suas folhas, onde provavelmente causam altera
‘¢oes na permeabilidade das membranas e modificag&es nas ativi
dades enzimdticas (GREENWAY & MUNNS, 1980). Esses mesmos auto
res, também sugerem como alternativa para explicar a redugao
no crescimento das glicofitas, o déficit hidrico gerado nos te
cidos'em.expanséo pela falta de eletrolitos. Dal eles invoca
rem a incapacidade das glicéfitas em controlarem adequadamen
te a proporcgao dos Ions armazenados nas células das folhas,
com o alto transporte de ions em direcao a esses Orgaos, como

sendo a guestao central do problema.

Diversas tentativas foram realizadas no sentido de
induzir resisténcia ou tolerdncia & salinidade nas espécies
sensiveis. A esse respeito, PRISCO (1980) numa xeviséb, cita
duas delas: (1) aplicagéo exogena de reguladores do cresci
mentd para compensar o desequilibrio no balango hormonal e con
sequentemente as desordens metabolicas causadas pela salinida
de e (2) selecionar, através de melhoramento genético, culti
vares mais resistentes a4 salinidade. Segundo o autor, a pri
meira nao apresentou resultados muito promissores devido as di
ficuldades em se determinar quanto, quande e como se aplicar
os reguladores do crescimento. A segunda, para ter sucesso &
indispensavel ndo s6 o conhecimento acerca da existéncia deva
riabilidade genética no que diz respeito 3 resisténcia ou to
lerdncia aos sais, bem como saber guais as caracteristicas mor
fofisiologicas necessérias para qué uma planta se torne resis

tente. P justamente neste Gltimo ponto onde o autor acha que



ha maior caréncia de informacgoes.

De um modo geral, as pesquisas aplicadas no sentido
de minorar os efeitos da salinidade ou de induzir resisténcia
_ou tolerdncia aos cultivares, ndo tém apresentado melhores re
sultadog por falta de informacées basicas acerca da fisiologia
e bioguimica das plantas em condigdes salinas. Neste  senti
do, deve-se dar enfase primordial ac estudo da germinagéo de
sementes sob condicles de estresse salino, nao sG por ser es
ta a etapa inicial do processo de formagéo de gqualcouer cultu
ra, como também pelo fato de se conhecer gue determinadas es
pécies séo bastante tolerantes aos sais durante o crescimento,
mas sao extremamente sensiveis durante a germinacdo (AYERS et

al., 1952; RICHARDS, 1954).

2. Efeitos da salinidade sobre o processo germinativo.

A germinacdo das sementes consiste numa série de e
ventos morfogenéticos, que resultam na trangformacao do embri
aoc em plantula. No estado quiescente, as semente se caracte
rizam por sua baixa atividade metabdlica, provavelmente devi
do ao baixo contelGdo de agua (5 a 10%) normalmente observado

(MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1963).

De acordo com BEWLEY & BLACK (1978} o processo ger
minativo consiste de duas fases: emerséo da radicula e cres
cimento da plantula. A primeira fase depende fundamentalmen
te da absorcio de aguapelas sementes, ocorrendo, inicialmente,
independentemente da atividade metabolica, séndofﬂngéoapenas
das forcas matriciais da semente. A medida que a semente ab

sorve agua, a atividade metabGlica aumenta e tem inicio o pro



cesso germinativé. Na segunda fase, que ocorre logo apds a
emersio da radicula dad-se o inicio do processo de mobilizacao
das reservas da semente dos cotilédones ou de outros érgaos de

reserva para o eixo embrionario.

A salinidade inibe a germinacdo das sementes nao soé
porque reduz o gradiente de potencial hidrico entre a semente
e o solo (efeito osmbtico), reduzindo sua absorcdo de agua
(UHVITS, 1946; PRISCO & O'LEARY, 1970a), mas porgue tambémal
tera de maneira significativa o metabolismo, causando inibicao
na mobilizacdo das reservas da semente (PRISCO & VIEIRA,1976;
GOMES FILHO & PRISCO , 1978; PRISCO et al., 1981; CASTRO,
1982; GOMES FILHO et al., 1983). Parte das alteragdes meta
bbélicas causadas pela'salinidade deve~se ao fato dos ions se
rem absorvidos em quantidades suficientes para promover um €
feito toOxico (UHVITS, 1946; PRISCO & O'LEARY, 1970a). De acor
do com PRISCO & O'LEARY (1970a) os efeitos osmoticos do sal
predominam quando € baixa a concentracac salina, enquanto que
os efeitos toxicos dos sais predominam em concentracdoes mais
elevadas. Todavia, independentemente da concentracaoc salina,
a salinidade ao inibir o processo germinativo o faz porque a
feta principalmente a segunda fase do processo germinativo,ou
seja, aguela que ocorre logo apds a emersao da radicula, cau
lsandd em consequéncia uma forte inibigdo na mobilizacao das re

servas da semente.

3. Efeitos da salinidade na mobilizacao das reservas da semen

te e sobre a atividade enzimatica.

Existem dados na literatura que mostram que a sali



nidade inibe a mobilizagéo de proteinas (PRISCO & VIEIRA, 1976;
GOMES FILHO & PRISCO, 1878; CASTRO, 1982), carboidratos (PRIS
CO et al., 1981) e acidos nucléicos (VIEIRA, 1975; SHEORAN &
GARG, 1978; GOMES FILHO gE_é;., 1983) que sado as principais

reservas de muitas sementes.

Os estudos realizados sobre os efeitos da :salinida
de nas enzimas envolvidas com o processode mobilizacao das re
sexrvas, itém revelado que, de um modo geral, aquelas que pre
existem na semente quiescente em altos niveis, sdo pouco ini
bidas ou nao sao afetadas pela presenca de sal no meio de ger
minacao (PRISCO & VIEIRA, 1976; GOMES FILHO & PRISCO, 1978:
CASTRO, 1982). No entanto, aguelas que se encontram em baixos
niveis na semente quidéscente e aumentam de atividade com a
germinacao, sao formente afetadas pela salinidade (VIEIRA,
1975; SHEORAN & GARG, 1978; PRISCO et al., 1981; GOMES FI
LHO et al., 1983). Portanto, apesar da existéncia de poucos
estudos nessa area parece que amobilizacio das reservas das se
mentes €& afetada, pelo menos em parte, por causa'da inibigao
de algumas das enzimas responsaveis pela hidrolise dessas subs
téﬁcias.

Por outro lado, ainda ha grandes duvidas sobre a a
cao dos sais 4n vivo sobre as enzimas localizadas em outras
partes da planta e gue estao relacionadas com importantes pro
cessos metabdlicos, gue por sua vez também sio afetados pela
salinidade. Os resultados nesta area sao confusos, encontran
do-se pesguisadores que reportam diminuicoes em atividades pe
lo sal (PORATH & POLJAKROFF~-MAYBER, 1968; HASON-PORATH &
POLJAKOFF-MAYBER, 1969; RKALIR & POLJAKCFF-~-MAYBER, 1976;
SHEORAN & GARG, 1978; ABDEL WAHAB & ZAHRAN, 1981), engquanto

outros encontram aumentos (PORATH & POLJAKOFF-MAYBER, 1968;



EL-FOU#Y & JUNG, 1972; ARAD & RICHBMOND, 1973; GOPAL & RAO,
1982) e, ainda ha agqueles que nao observaram alteracdes en a
tividades (WEIMBERG, 1970; GREENWAY & OSMOND, 1972; SHEORAN
& GARG, 1978). De acordo com SHEORAN & GARG (1978) os efeitos
da salinidade sobre a atividade enzimatica, variam ndo sd com
o tipo de sal, como tambem com ¢ Orgao da planta, estagio de
crescimento e com a enzima estudada. Portanto, n3o sd as di
ferentes maneiras de se expressar as atividades das enzimas,
bem como esses fatores apontados por SHECRAN & GARG (1978), po

dem ser a causa da diversificac¢ao nos resultados obtidos.

3.1. Mobilizacao do acido ribonucléico (RNA) eadtivida-

de ribonucleasica.

Estudos sobre a mobilizagao do RNA nos oOrgaos de re
seiva das sementes mostram que, a medida que o processo germi
nativo se desenvolve, seu contetdo decresce e a atividade ri
bonucleéasica torna-se crescente (BARKER & HOLLINSHEAD, 1867;
PALMIANO & JULIANO, 1972; VIEIRA, 1975; BRYANT et al., 1976a;
GOMES FILHO et al., 1983). Embora alguns autores (BRYANT et
al., 1976a) ndo tenham encontrado uma relacdo muito forte en
tre o aumento de atividade da ribonuclease (RNase) e as varia
coes no conteudo de RNA nos cotilédones, é aceito, de um modo
geral, que a funcao fisioldgica dessa enzima seja a de produ
zir nucleotideos, gue sdo utilizados na sintese de outros ti
poé de RNAs, tanto nos Orgdos de reserva como no eixo embrio
nario. TVORUS (1976}, numa revisdo sobre as RNases de plantas,
éritica alguns autores que atribuem a esta enzima um papel na

sintese de RNA e propoe que qualquer hipdtese neste sentido de



va ser rejeitada.

Alguns trabalhos foram realizados no sentido de se
averiguar a natureza do aumento de atividade da RNase com a
germinacao, isto &, se ele era devido a umarsintese de novo
e/ou ativacao da enzima. Os resultados obtidos, no entanto,
gsao controvertidos encontrando-se autores que Observaram ser
o aumento de atividade totalmente dependente da sintese de nc
ve da enzima em Headeum vulgane (BENNETT & CHRISPEELS, 1972),
parcialmente dependente em Plsum sallvum (BRYANT et al., 1976a,
1976b) e independente em Pisum axrvense (BARKER et al., 1974).
E obvio, portanto, gue estes ﬁltimcs autores _admitem que a
RNase preexiste na semente quiescente numa forma inativa e que

é ativada durante a germinacgao.

Estudos sobre o metabolismo do acido ribonucléico
sob condig¢oes de estresse salino realizados em Vigna sinenscs
(VIEIRA, 1975), Phaseolus aureus (SHEORAN & GARG, 1978) e
Vigna ungulculata (GOMES FILHO'EE'Eé., 1983), mostram que a sa
linidade, ao inibir a mobilizagao do RNA nos 6rgéos de reséE
va, reduz a atividade da RNase durante os primeiros dias de
germinac¢ao, sugerindo ser esta enzima a responsavel pela hi
drolise do RNA. Embora Sejaievidente gque a salinidade afeta
a atividade ribonucleasica, h&d uma escassez de informagées a
respeito do modo como isto acontece. Néo se conhece, por exem
plc, se esta reéugéd em atividade & consequéncia dos efeitos
toxicos do sal ou se & devida apenas aos seus efeitos osmdti
cos. Além disso, apesar da existéncia de varias publicacgoes
tratando sobre as isocenzimas de RNase de sementes e Orgaos de
fésérva durante a germinagéb (WILSON, 1269, 1971; BRYANT et
é&., 1976b; PIETRZAK et éi., 1980; JACOBSEN, 1980), éu de ou

tras partes da planta (KAPOOR & SACHAR, 1976; BAUMGARTINER &
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MATILE, 1977; WILSON, 1978; CHEVRIER & SARHAN, 1980), a ques
té.o sobre as possiveils modificagées em seus padrées, como con
sequéncia do estresse salino, ainda permanece em aberto. Estes
ﬁra'balhos, bem como a recente reviséo de WILSON (1982) sobre
és iscenzimas de nuclease, ressaltam a necessidade de se conhe
cer melhox as caracteristicas dessas miltiplas formas de enzji
ma, como meio de se conhecer suas verdadeiras funcoes biolégﬂi_

cas.

4, Objetivos.

De acordo com o que foi exposto é possivel que a sa
linidade diniba o processo germinativo, pelo menos em parte,
porque afeta a mobilizagéo das reservas da semente. Pretende
se, utilizando cotilédones de feijao de corda pitigba (Vignra
unguiculafa (L.) Walp), estudar os efeitos da salinidade so
bre a RNase, enzima responsavel pela mobilizacao do RNA, ana
lisando—-se a acao dos componentes osmoticos e toxico do estreg
se salino sobre a atividade da enzima e no processo germinatil
vo. A acao do sal sobre a atividade ribonucleasica J{n vivo
sera também investigada a nivel das possiveis isoenzimas de
RNase. Constitui-se também objetivo do presente trabalho in
vestigar © mecanismo envolvido no aumento da atividade ribonu
cleasica, verificando se este aumento & devido & sintese de
nove e/ou a ativacgdo de uma ou mais das possiveis isoenzimas
de RNase. Espera-se, com isso, dar uma contribuicao para oes
clarecimento do efeito da salinidade no processo germinativo
‘e, em especial, sobre a agdo da RNase na mobilizagado dos aci

-dos-nucléicos durante o processo de germinagdo das sementes.



IT - MATERIAL E METODOS

1. Sementes e condigdes de germinacao.

No presente trabalho foram utilizadas sementes de
feijdo de corda (Vigna ungudiculafa (L.} Walp) cv. pitiaba, sa
fra de 1983, provenientes da Fazenda Experimental Lavoura Seca,
Quixada, CE, pertencente ao Centro de Ciéncias Agrarias da U
niversidade Federal do Ceara. As sementes, apds uma rapida
limpeza, foram acondicionadas em frascos de vidro,COntendésé

lica gel, e armazenadas a uma temperatura de 10%.

As sementes foram selecionadas para germinacdaocde a
cordo com a coxr, o tamanho e a conformacaoc, sendc excluidas as
pequenas, escuras e mal formadas. Depois de selecionadas, com
a finalidade de evitar contaminacao por microorganismbs,zu;sg
mentes foram esterelizadas superficialmente com uma solucao di
luida 1:20 de hipoclorito de sdédio, contendo 2,5% de cloro.g
tivo (Super Candida, IndGstria Anhembi S/A., Sao Caetano do
Sul, SP) durante 30 minutos, sendo excluidas as que flutuaram
na referida solugao, bem como aquelas que se apresentaram
“queimadas" apbs esse tratamento. Em seguida, as sementes fo
ram lavadas por 10 vezes com agua destilada, a fim de retirar
o excesso de cloro residual, e semeadas entre 2 folhas de pa
pel de filtro de 30 cm x 30 cm (papel Mata Borrao Filtro, 80

g/cmz, Companhia Fabricadora de Papel, Sac Paulo, SP), devida
mente esterelizadas por autoclavagem a 1210C, durante 20 minu
tos. Com exce¢ao de um caso, que sera posteriormente especi

ficado, as folhas de papel de filtro foram umedecidas com agua
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destilada ou com solugées de NaCl e manitol. Uma tnica filei
ra de 10 sementes foli semeada a aproximadamente 2,5 cm da bor
da superior do papel. ApOs a semeadura, 4 conjuntos de folhas
de papel de filtro, portando 10 sementes cada, foramenrolados
e dispostos verticalmente, dentro de recipientes de vidro de
1.000 ml, cada um contendo 20 ml da mesma solucéo usada para
umedecer o© papel. Tais recipientes contendc as sementes, fo
ram cobextos com sacos plasticos preto, presos com fi£a adesi-
va em sua volta, de tal modo gue a umidade relativa no seu in
terior foi aproximadamente igual a 100%, e finalmente deixados

em camaras de germinac¢do na obscuridade a temperatura de 26 z

O

17C.

2. Potencial osmbético das solucces de Nall e manitol.

Para induzir os estresses hidrico e salino no meio
de germinacao das sementes, foram usados o manitol(solutop@g
co permeavel) e o NaCl (soluto permeavel). As solugOes de ma
nitol e de NaCl foram preparadas de modo a apresentarem o mes
mo potencial osmotico. O NaCl foi usado na concentracao de
0,1 M, a mesma usada por GOMES FILHO et al. (1983) para estu
dar os efeitos do estresse salino sobre a mobilizagaoc de RNA
nos cotilédones de pléntulas de feijdo. O potencial osmotico
da solucao de NaCl 0,1 M foi calculado de acordo com aeguacao

de van't Hoff:

T =1 mRTE¢?Q
onde :

potencial osmdtico (bar);

=
f

nimero de ions dessociados da molécula (2, para o NaCl);

ot
i
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molalidade;

m =
= constante dos gases (0,083 bar . mol” ! . K"T);

T = temperatura absoluta (298 K};

¢ = coeficiente osmotico.

Tendo em vista a baixa concentracdo da solugao de
NaCl, considerou-se, na foOrmula, o valor de 0,1 para m, pois
nesta situacdo a molaridade & praticamente igual amolalidade.
0 valor do coeficiente osmotico () para uma solugao de NacCl
0,1 ma 25%¢ &, segundo LANG (1967}, 0,932. Substituindo-se a
foérmula por seus valores numéricos, encontra-se o valor de
~:-4,6 bar éomo sendo o potencial osmdtico da solucao de NaCl

0,1 M.

A éoﬁééhfragéo da solugéo de manitol, tendo o mesmo
potencial osmotico que aquele da solucéo de NaCl 0,1 Mfoi tam
bém determinada pela equacao de van't Hoff. Neste caso, como
o manitol & um soluto nio dissociidvel e a solucdo & de baixa
concentracao, os valores de i e ¢ podem ser considerados, com
muita aproximacio, como sendo iguais a 1 (KRAMER, 1969). Por
tanto, considerando m como -4,6 bar, e substituindo-se os ou
tros valores na formula, encontra-se o valor de aproximadamen

te 0,19 molal para a concentracao de manitol.

Desta forma, as solugbes de NaCl 0,1 M e de manitol
0,19 m sio isosmdticas e possuem o mesmo potencial da agua

(¢) de aproximadamente, -4,6 bar.

3. Medidas de crescimento.

As medidas de crescimento das plantulas foram basea
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das nas déterminagées do comprimento da raiz principal e parte
aérea e dos pesos fresco e seco do cotilédone, do sistema radi
cular e da parte aérea. O comprimento ou peso total da plantu
la foi estimado pela soma de tais grandezas avaliadas na raiz

e parte aérea.

No experimento realizado especificamente para compa
rar-se os efeitos dos estresses hidrico e salino sobre o cres
cimento-das plantulas, as medidas de crescimento foram efetua
das em plantulas com 7 dias apbs a semeadura, em agua destila
da ou em solucdoes isosmdoticas de NaCl e manitol (Y = ~4,6 bar).
Foram realizadas 12 repetigées, cada uma correspondendo a mé
dia das medidas efetuadas em 10 plantulas. Apos as determina
¢des de peso fresco, ‘os cotilédones, as raizes e as partes aé

reas foram deixadas na estufa a 100°C por 24 horas, quando en

tao foram determinados seus pesos SecoS.

Nos outros experimentos, avaliou~se o crescimento das
plantulas somente através das medidas de comprimento e de peso
fresco das varias partes da plantula, sehdo efetuadas 3 repeti.
¢oes, cada uma também correspondendo a média das medidas efetu

adas em 10 plantulas.

4. Atividade ribonucleasica.

O extrato contendo a atividade ribonucleasica foi
preparado de acordo com GOMES FILHO et al. (1983). ApOs ma
ceragéo dos cotilédones no almofariz, com tampao fosfato-K 0,1
M, pH 5,7, centrifugou-se o homogenato a 3.000 x g por 10 mi
nutos tendo-se desprezado o precipitado. Em geral, o© sobrena

dante foi ajustado a pH 5,1 com HC1 0,5 N, seguindo-se um re
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pouso em.fefrigerador por aproximadamente 16 horas e posterior
centrifugagéo a 3.000 x g por 10 minutos sendo novamente despre
zado o precipitado. Esta precipitacao tem por finalidade aumen
tar a atividade especifica da ribonuclease do extrato. No en
tanto, em casos especiais, como medida de precaugao para evi
tar eventuais perdas de atividade por uma ou mais das isocenzi
mas de ribonuclease, evitou~se este processo de purificacao.
Todas as etapas da extracdo foram realizadas & baixa temperatu

ra (4°0).

A reacgao enzimatica foi realizada segundo o método
de TUVE & ANFINSEN (1960}, e se processou pela adigaoc de 1,0ml
de extrato, convenientemente diluido, a 3,0 nl de tampéo citra
to-Na 0,05 M, pH 5,2 e 1,0 ml de RNA (NBCo) a 1% no taﬁpéo de
ensailo. Purificouuse.o RNA na forma de um sal de potassio num
procedimento semelhante aquele descrito por ARRUDA (1982). Dis
solveram-se 2 gramas de RNA com um minimo volume de KOH 0,5 N
e em seguida completou-se o volume para 200 ml com agua desti
lada, ajustando-se o pH com KCH para um valor ém tornode 6,0,
A essa solucdo foram adicionados 8 ml de acetato de potassio
50% mantendo-se a solugao em agitacao. Posteriormente, adicio
naram-se pouco a pouco, e mantendo-se a solugdo em agitacéo,
500 ml de etanol 95%, sendo a mistura deixada em repouso na ge
ladeira, por cerca de 18 horas, para completa sedimentacio do
-precipitado. Apds centrifugagdo o precipitado foi lavado por 2
vezes com etanol 95%, 2 vezes com etanol absoluto e 2 vezes com
éter etilico. Finalmente, o precipitado foi deixado para secar
ao ar livre. A temperatura de incubacdo foi 40°C, sendo reti
radas aliquotas de 1,0 ml da mistura nos tempos de 5 e 25 minu -

tos de reacdo. Essas aliquotas foram colocadas em tubos de en
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saio contendo 0,2'm1 de acetato de uranila 0,75% em HClO4 a
25%, o qual tem a fungaé de interromper a reagéo enzimatica.
A mistura final, apds um repouso em banho de gelo por aproxi
madamente 30 minutos, foi centrifugada a 1.000 x g, a tempera
tura ambiente. Determinou-se a atividade ribonucleasica atra
vés das leituras de absorbancia em 260 nm (A260);numespectr9
fotdmetro Varian, em amostras contendo 0,2 nl de sobrenadante
do ensaio mais 4,8 ml de Agua destilada. As diferencas de ab
sorbincias nos dois tempos de reagéo (&A260 x 20 min"1} foram
entdo multiplicadas pelos fatores de diluigao, pelo volume do
extrato e por 3, para converté-las em.AAZGO X h"1, sendo este
produto dividido pelo numero de cotilédones utilizados na pre
paracao do extrato. Expressou-se a atividade ribonucleasica
1

total em unidades de atividade (UA) x cotilédone™ | x h~ , sen

do uma UA correspondente a uma AAZGO igual a 0,01.

Tendo-se em vista que uma solucao contendo uma mig
tura de nucleotideos a 1 umol/ml tem uma A, ., igual a 10 (WIL
SON, 1968), uma UA corresponde a 5 nmol de nucleotideos produ
zidos na reacio enzimadtica. A atividade ribonucleasica espe
cifica foi determinada dividindo-se a atividade total pela con

centracio de proteina por cotilédone.

Com excecdo dos casos especificados nas legendas das
figuras e tabelas os valores de atividade ribonucleasica re
presentam médias de 3 repeticdes, provenientes de extratos di

ferentes. Cada extrato foi dosado em triplicata.

5. Atividade desoxirribonucledsica.

A reacdo enzimdtica foi realizada segundo  WILSON
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(1968) com pequenas alteragoes, e se processou pela adicao de
0,10 ml do extrato & mistura contendo 1,25 ml de DNA {3 mg/ml)

de timo de bezerro (Sigma) desnaturado, 0,25 ml de MgCl 0,6

2
M {ou 0,25 ml de EDTA-—Na4 40 mM) e 0,90 ml de acetato-Na 0,1
M, pH 5,8. BAs solugdes de MgCl2 e de EDTA foram preparadas em
tampao acetatouNa 0,1 M, sendo o pH final ajustado para 5,8.
Para desnaturar o DNA, 24 mg do acido nucléico na forma nati
va foram dissolvidos em 8 ml de tampao acetato-Na 0,1 M, pH
5,8, tendo a solugao, em seguida, sido deixada em banho de é
gua fervendo durante 15 minutos. Apds isso, a solugao de DNA
foi rapidamente resfriada em.banho de gelo. A temperatura de
reacio foi 400C, e aliguotas de 0,5 ml da mistura de reagao fo
ram retiradas nos tempos de 5, 25 e 35 minutos. Essas aliquo
tas foram colocadas em tubos de ensaio contendo 0,1 ml de ace
tato de uranila 0,75% em HClO4 25%. As etapas segquintes, ateé
as leituras em 260 nm, foram identicas aquelas para o ensaio

de atividade ribonucleasica.

6. Determinacao de proteina nos extratos.

Determinou-se a concentracao de proteina nos extra
tos de acordo com o método do microbiureto descrito por. GOA
(1953}, usando-se como padrao a albumina sérica bovina, cris

talizada e liofilizada (Sigma).

7. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

A eletroforese de disco em gel de poliacrilamida foi
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realizada de acordo com o método descrito por DAVIS (1964),
com algumas modifica¢des introduzidas por WILSON (1978), sen
do usados tubos de acrilico dé 9,0 cm x 0,6 cm, contendo 2,0
m)l do gel de separacgao e 0,2 ml do gel de eépagamento. O pri
meiro consistiu de uma mistura contendo acrilamida (Sigma) 7%,
bis-~acrilamida (BDN Chemical 1td.) 0,184% e Tris 0,37 M, sen
do o pH.final 8,9 (ajustado com HCL 2 N). Abis-acrilamida foi
purificada segundo RICHARDS & GRATZER (1968). Doze gramas de
.bis—acrilamida foram dissclvidos em 1 1 de acetonaza480C, fil
trando-se em seguida a mistura, ainda quente, em papel de fil
tro qualitativo. Posteriormente, deixou-se a solucdo em re
pouso no “freezer“ a -20°C até completa sediméntacéo dos cris
tais de bis-acrilamida. O precipitado, recuperado por filtra
cdo em papel de filtro qualitativo, foi lavado com 500 ml de
acetona fria e deixado secar ao ar livre. O outro geieaxzfo;
mado por uma mistufa contendo acrilamida %, bis-acrilamida
0,75% e Tris 0,062 M, sendo o pH f£inal ajustado com,écido ci
trico para o valor 6,7. Como tampdo de corrida eletroforeti
ca foi usado Tris (0,01 M) - glicina (0,076 M), pH 8,3. Em ge
ral, aliquotas de 150 ul do extrato, contendo sacarose numa
concentracao final de 10%, foram cuidadosamente aplicadas sg
bre a superficie do gel de menor concentragéo em acrilamida,
e a eletroforese desenvolvida a uma corrente de 2 mA/gel por’
20 minutos e a 4 mA/gel durante 90 a 120 minutos d temperatu
ra ambiente. A corrida eletroforética foi interrompida quan
do a frente contendo o azul de bromofenol atingiu o final da
coluna de gel, ou pelo menos uma dist3ncia de aproximadamente

0,8 cm de seu final.
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7.1. Determinaci3o das isocenzimas de RNase nos géis,

A revelagido das isoenzimas de RNase nos géis fol re
alizada segundo WILSON (1969) com peguenas modificagdes. Apds
a corrida eletroforética, os géis foram pré-incubados por 10
minutos com tampio citrato-Na 0,05 M, pH 5,2, & temperatura an
biente; incubados por 20 minutos com RNA 1,0 mg/ml a 400C e
pbs—-incubados por 2 a 3 minutos com o mesmo tampac de pré-in
cubacio a temperatura ambiente. Em seguida, os géis foram co
rados por 1 minuto com azul de toluidina 0,2% em acido acéti
co 0,5%, pH 3,0, lavados com agua corrente e deixados em éci
do acético 0,5%, com agitacdes ocasionais. -A'solugéo de aci
do acético foi trocada em intervalos de tempo de aproximadamen
te 30 minutos, e apds cerca de 1 hora neste acido comegaram a
surgir nos géis regides descoradas, justamente nos locals coxr
respondentes a presenca das iscenzimas de RNase. O aparecimen
to dessas bandas descoloridas deveu-se ao fato das RNases hi
drolisarem o RNA e, consequentemente, impedirem,é formac¢ao do
complexo RNA - azul de toluidina no gel. Estas bandas torna
ram-se mais nitidas com mais tempo de descoramento dos geis no
Acido acético. Apbés 3 horas-neste acido, os géis foram deixa
dos em agua destilada, onde as bandas se alargam numa velocl
dade menor do que aguela no acido acético. Com tempos em adgua
destilada a serem posteriormente especificados, os géis tive
ram suas absorbincias lidas em 580 nm, num espectrofotometro
Varian, com o auxilio de um equipamento de varredura ("scan
gel") nele acoplado. Apds 20 horas em dgua destilada os geis

foram deixados em.HClO4 5%, quando mudam da cor azul para a

lilas e onde as bandas descoloridas nao se alargam demasiada
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mente.

Além dos graficos de Apgq dos géis, os resultados fo
ram apresentados através de desenhos esquemdticos dos géis fei
tos logo apds os mesmos terem sido deixados em HC104, e que
representam médias de trés experimentos. Em alguns casos, a
1ém dos graficos de Aggg © dos desenhos esquematicos, foram a

presentadas as fotografias dos géis.

7.2. Determinacio da atividade ribonucleasica em fatias

dos geéis.

Determinou-se a atividade ribonucleasica em fatias
dos géis apOs eletroforese, de acordo com WILSON (1969) compe
guenas modifica¢bes. A reacdo enzimatica fol realizada emcon
dicoes semelhantes aquelas descritas para o ensaio de ativida
de ribonucleisica nos extratos. As fatias, em nimeros gue se
rao oportunamente especificados, foram colocadas em tubos de
ensaio contendo 4,0 ml de RNA 0,16%, e deixadas por 150 minu
tos em banho de gelo, com agitacgdes ocasionais, a fim de ex
trair a enzima. Em seguida, os tubos contendo as fatias foram
levados para o banho a 4OOC para que a reagao se processasse,
sendo entdo retiradas aliquotas de 1,0 ml da mistura de reacao
‘em tempos que serdo oportunamente especificados. Essas aliquo
tas foram colocadas em tubos de ensaio contendo 0,2 ml de ace
tato de uranila 0,75% emHClO4 25%, sendo as etapas seguintes,
até as leituras de Rrggr idénticas aquelas executadas para o
ensaio com o extrato. Como prova em branco da reacgao, fatias
de géis sem a presenca dos extratos foram incubadas com RNA,

em condicdOes idénticas s empregadas para os ensaios comas fa
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tias de géis contendo a enzima.

7.3. Determinacdo das bandas de proteinas nos géis.

Usou-se o método descrito por CHRAMBACH et al.

(1967) para a localizag¢do das bandas de proteinas nos géis. A

pbs eletroforese os géis foram tratados com uma solugdo de TCA
' 12,5%, por 45 minutos em constante agitagao. Posteriormente
foram deixados por 120 minutos no corante "coomassie blue" 1%

(Coomassie Brilliant Blue R 250), diluido 1:20 com TCA 12,5%

momentos antes de ser usado. Finalmente, os géis foram deixa
dos em TCA 10%, efetuando-se algumas trocas da solugao, veri
ficando-se que,com 24 a 48 horas nesta solug@o,; as bandas de

proteinas tornaram-se mais nitidas.

Os resultados foram apresentados através de fotogra

fias e desenhos esquemdticos dos géis.

8. Experimentos com cicloeximida.

Alguns experimentos preliminares foramdesenvolvidos
no sentido de determinar-se as melhores condi¢des para a apli
cacdo do inibidor de sintese protéica, e que serao déscritos
posteriormente. Nos‘axperimentos definitivos, as sementes quil
escentes ou os cotilédones de plantulas intactas, semeadas em
agua destilada ou em solug¢ao de NaCl 0,1 M, foram tratadas com
‘cicloeximida 20 vg/ml. A solucgdo do inibidor foi aplicada nos
cotilédones através do pincelamento com a referida solugao. Ex

ceto para o caso de sementes quiescentes, que foram deixadas
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germinar ?or 24 horas em presen¢a do inibidor (germinagao em
papel de filtro}, apenas os cotilédones foram pincelados com
a solucgao de cicloeximida. Os cotilédones, antes de serem tra
tados com o inibidor, tiveram seus tegumentos retirados, sendo
.tomado cuidados para néo causar danos fisicos aos embrides ou
aos proprios cotilédones. Apds a aplicagéo do inibidor nos co
tilédones (aproximadamente 25 ul por cotilé&done), 4&s pléntu
las retornaram para os seus meios originais de germinagéoL En
média, o volume de inibidor aplicado, demorou cerca de 1 hora
para ser totalmente absorvido pelo cotilédone. Um dia apbs a
aplicagéo do inibidor foram efetuadas medidas de comprimento
e de peso fresco, em varias partes das plantulas, sendo ©0s Co
tilédones armazenados.no "freezer" até a ocasido da preparacao
dos extratos. Nos extratos de cotilédones foram feitas deter
minacoes de proteina e de atividade ribonucleasica. No expe
rimento com plantulas semeadas em agua destilada, os cotilédo
nes foram tratados com cicloeximida nos dias 0, 1, 2, 3, e 4
de germinagaoc, enquanto gue naquele realizado com plantulas se
meadas em solucao de NaCl 0,1 M, o tratamento foi aplicado nos

dias 3, 4, 5 e 6 apOs a semeadura.

VTodo olexpérihehéé féi’ééompanhado por dois conjun
tos de plantulas controle: um conjunto que, ao invésckaciclg
eximida, recebeu tratamento equivaiente com égﬁa destilada, e
o outro que serviu como controle do experimento, e que era for
mado por plantulas que foram deixadas para germinar em condi

coOes normais.

9. Experimentos ‘com radioisotopo.

Nesses experimentos, os cotilédones de plantulas in
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tactas foram tratados-com uma solugao de Di~leucina~1-C-14
(26,4 - mCi/mmol, Cal Atomic) diluida para 25.000 cpm/ul. A so
1ugéo do radioisdtope foi aplicada nos cotilédones de maneira
idéntica dgquela da solugéo de cicloeximida. No experimento
com plantulas semeadas em agua destilada, os cotilédones foram
pincelados com a solugao do radioisotopo (cerca de 25 ul por
cotilédone) nos dias 1, 2 e 3 apds a semeadura, tendo éido os
cotilédones coletados com 1 dia apds a Ultima aplicacao do ra
dioisdtopo. No caso de plantulas semeadas em solugao de NaCl
0,1 M, as aplicac¢des foram efetuadas nos dias 1, 2, 3, 4 e 5,

sendo os cotilédones coletados no 69 dia de germinacgao.

0 extrato de cotilédones tratados com o aminoacido
marcado fol separado ém seus componentes através de eletrofo
rese em gel de poliacrilamida. Apds a corrida eletroforética
os géis foram resfriados até -15°C e cortados em fatias de a
proximadamente 1 mm de espessura. Para seccionar os géis em
fatias de mesma espessura usou-se um cortador apropriado, for
mado basicamente por um conjunto de laminas de barbear separa
das entre si por placas planas de aluminio com espessuras de

T mm.

A determinacdo da radioatividade nas fatias dos géis
'foi efetuada segundo ANDREWS (1981). As fatias foram coloca
‘das em discos de fibra de vidro (Whatman GF/C) e deixadas se
car ao ar livre por cerca de 18 horas, sendo a radioatividade
determinada quantitativamente através da tecnica de contagem
po£ cintilagdo liquida. Os discos de fibras de vidro portan
do as fatias secas dos géis, foram colocados nos frascos de
cintilacdo, contendo 5 ml do ligquido de cintilag8o, sendo as

contagens feitas num cintilador Beckman LS 100-C. Preparou-se
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o liguido de cintilacdo pela mistura de 5 g de PPO e 100 mg
de POPOP (ambos os reagentes da Packard Instrument Comﬁany
Inc.) a 1 1 de tolueno (Merck). Em geral, o tempo de contagem
das amostras no cintilador foi de 10 minutos, tendo sido as me
didas da radioatividade expressas em contagens por  minuto

(cpm) .

10. Cromatografia de camada delgada.

Os produtos de hidrélise liberados pela agao da RNa
se sobre o RNA foram separados e identificados através de cro
matografia de camada delgada. Foram usadas placas de celulo
se, preparadas espalhando-se a mistura de 30 g de microcelulo
se (Merck) em 90 ml de agua destilada em placas de vidro de
20 cm x 20 cm, de modo a resultar numa espessura em celulose
de 0,3 mm. As amostras, contendo os nucleosideos e nucleopi
deos, foram aplicadas nas placas com tubos de vidro capilares,
em volumes que variaram de 10 a 40 ul dependendo da concentfg
cio das amostras. Realizou-se a corrida numa Gnica direcao,
sendo usado isoladamente doi? sistemas de soiventes, preparé
dos segundo WALTERS & LORING (1966) com pequenas modificacoes:
solvente I, 960 mg de (NH,),CO,, 25 ml de agua destilada e 75
ml de isopropanol; solvente II, 45 g de (NH4)2504; 20 ml de
CH3COONa.3H20 1 M, 55 ml de agua destilada e 2 ml de isopropa

nol.

A placa de celulose apds corrida no solvente, fol dei
xada secar & temperatura ambiente e examinada numa camara es
cura irradiada com luz ultravioleta de comprimento de onda cur

to. Nestas condigoes, os fragmentos de RNA aparecem como man
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chas escuras, e os nucleotideos e nucleosideos foram identifi
cados atraves de comparagéo com padrées apropriados &plicadés
na mesma placa. Para melhorar a resolucdo, as placas foram
posteriormente pulverizadas com fluoresceina 0,01%, um indica
dor de fluorescéncia, sendo depois novamente examinadas no eg

curo sob luz ultravioleta.

‘11. Analise estatistica.

Os resultados dos experimentos realizados para com
parar-se os efeitos dos estresses hidrico e salino sobre o
crescimento das plantylas, e agueles com.cicloeximida, foram
analisados através de um delineamento inteiramente casualisa
do. As diferencas entre os varios tratamentos foram determi
nadas pelo teste F, a partir da analise de variancia, sendo as
médias comparadas entre si pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade (SNEDECOR, 1956).

Usando;se o mesmo delineamento acima, foram determi
nados os valores da diferenca minima significativa (DMS) para
os pontos da curva de atividade ribonucleasica tétal e especl
fica, referente aos dias 3, 5 e 7 apos a semeadura. Calculou
se o DMS ao nivel de 5% de probabilidade a partir da analise
de varidncia. Nos graficos, a representagao dos valores de
DMS foi feita através de barras verticais nos pontos analisa

dos.



IIT - RESULTADOS E DISCUSSAQ

1. Crescimento das plantulas em condic¢des de estresse hidrico

e salino.

O crescimento foi expresso através das medidas de com
primento e dos pesos fresco e seco das varias partes da plan
tula, no 79 dia apds a semeadura em agua destilada (controle)

e em solucdes isosmdticas (¥ = -4,6 bar) de NaCl e manitol.

Os pesos frescos do'sistema radicular, da parte adrea
e da pléntula do tratamento controle, mostraram-se éstatisti
camante superiores aqueles provenientesg de plantulas dos tra
tamentos salino e cbm manitol (Figura 1). Por outro lado, o
peso fresco da plantula (ou de suas partes) do tratamento sa
lino apresentou-se estatisticamente superior aquele da plantu
la (ou de suas partes) no tratamento com manitol- (Figura 1).
Portanto, apesar das solugées dos dois agentes osmoticos terem
sido preparadas com o mesmo potencial osmbotico, observou-se u
ma diferencga significativa (da ordem de 20%) entre os pesos
frescos nos dois tratamentos. Uma possivel explicagéo,kmse#;
se - no. fato do NaCl ser um soluto comprovadamente mais per
meidvel que o manitol e consequentemente possuir menor coefici
ente de reflexéo. Sendo assim, a maior guantidade de NaCl que
penetra no interior da célula causa um maior abaixamento no po
teﬁcial d'agua das raizes. Como consequéncia, maior sera o
gradiente de potencial d'agua entre o meio externo e as ralizes
e maior serad a absorcdo de &gua pelas plantulas do tratamento

salino. Além disso, hid a possibilidade da solucio externa de

26



FIGURA 1

Pesos fresco e seco do sistema radicular (SR) da
parte aérea (PA} e da plantula (SR + PA) de fei-
jao de corda pitiiba, com 7 dias de germinacioem
agua destilada ([_]) e emVsolugées isosmoticas
(-4,6 bar) de NaCl (EZZ )} e de manitol ([=2] ).
As mesmas letras sobre cada um dos conjuntos de
histogramas, indicam médias gque nao diferem en-—
tre si, pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de pro-

babilidade.
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manitol ficar com um potencial d'dgua um pouco mais baixo do
que o da solugdo de NaCl, em decorréncia do influxo de aguapa
ra as plantulas, ocorrer sem grandes perdas de soluto da solu
~gao. Em funcao dessa diminuigdo no potencial d'Agua, menor se
ria o gradiente de potencial d'dgqua entre o meio externo e as
raizes, e menor seria a absorcgido de agua pelaé plantulas do
tratamento com manitol, Concordando com este ponto de vista,
MACHADO.QE al. (1976) observaram que o manitol foi um agente
mais efetivo que o NaCl, para induzir deficiéncia de agua du
rante a germinacao de sementes de feijéo. De forma semelhante,
porém com outro agente osmotico, KAWASAKI et al. (1983}, encon
traram que o polietileno glicol (PEG)} era mais efetivo em re
duzir o crescimento das plantas de milho, sorgo e feijéo gque

o NaCl no mesmo potencial osmotico.

Os pesos secos da parte aérea e da plantula do trata
mento controle foram estatisticamente superiores aos dos trata
mentos salino e com manitol (Figura 1). Apesar do peso seco
do sistema radicular no tratamento contréle, apresentar uma
tendéncia de ser maior do gue aqueles dos outros dois tratamen
tos, estatisticamente s0 houve diferenca significativa com re
lagao ao do tratamento com manitol (Figura 1). Os resultados
de peso seco foram concordantes com os de peso_fresco, e suge
rem que a preseng¢ga de NaCl ou de manitol no meio de germinacao
das plantulas inibe a mobilizacdo e/ou o transporte das reser
vas do cotilédone para as outras partes da plantula, afetando
drasticamente o seu crescimento (PRISCO & VIEIRA, 1976; GOMES
FILHO et al., 1983). Por outro lado, o fato do peso fresco
ter sido mais afetado pelo estresse do que o peso seco (Figu

ra 1), demonstra que a presenca de NaCl ou de manitol no meio
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de germinag¢@o reduz significativamente a absorcdo de agua pe

las plantulas.

Os pesos fresco e seco dos cotilédones do tratamento
controle foram significativamente inferiores aos dos outros
tratamentos (Figura 2), embora a diferenca tenha sido mais pro
eminente para o caso do peso seco. Como pode ser notado, en
quanto o peso fresco do cotilédone do tratamento controle foi
apenas cerca de 50% menor do gue os dos outros tratamentos, a
redugdo no peso seco foi de aproximadamente 80% (Figura 2).
Este resultado foi compativel com os dos pesés secos emoutras
partes das pléntulas {Figura 1), e reforga a idéia de que os
estresses hidrico provocado pelo manitol, e o salino pelo
NaCl, prejudicam sensivelmente a mﬂbilizagéo das reservas do
cotilédone para as outras partes da plantula, Embora a anali
se estatistica nao tenha acusado diferenca significativa entre
os valores de peso seco dos cotilédones dos tratamentos com
NaCl e manitol, houve uma tendéncia desse valor ser superior
no tratamento com manitol (Figura 2). Concordando com issé,
ha uma tendéncia do peso seco da plantula (ou de suas partes)
do tratamento com manitol ser um pouco menor do que aguele do
tratamento salino, embora a andlise estatistica também nao tg‘
nha revelado diferenc¢a significativa entre os dois tratamentos.
Esses resultados sugerem gue o estresse causado pelo manitol
sobre a mobilizagao das reservas do cotilédone, tenha sido um

pouco mais severo do que aquele imposto pelo NaCl.

Os comprimentos da raiz principal, da parte aérea e
da plantula no controle, foram estatisticamente superiores aos
dos outros tratamentos (Figura 3). Este resultado foi concor

dante com 08 de pesos fresco e seco (Figura 1 e 2) e demonstra



FIGURA 2 -~ Pesos fresco e seco de cotilééones de plantulas
de feijao de corda pititba, com 7 dias de germi
nacao em agua éestilada ([ 1) e em solugdes i
sosmética (-4,6 bar) de NaCl (FZ7) ) e de mani-
tol ( ). As mesmas letras sobre cada umdos
conjuntos de histogramas, indicam meédias que nao
diferem entre si, pelo teste Tukey, ao nivel

de 5% de probabilidade.
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FIGURA 3 - Comprimento da raiz principal (RP), da parte aé-
rea (PA) e da plantula (RP + PA) de feijdo de coz
da pititba, com 7 dias de germinac;éo em agua des
tilada I::] ) e em solugées isosmoticas (-4,6
bar) de NaCl ( ) e de manitol ( ). As mes
mas letras sobre cada um dos conjuntos de histo-
gramas, indicam médias que nao diferem entre si,
pelo teste Tukey, ao nivel de 5% de probabilida-

de.
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o efeito inibitério do NaCl e do manitol sobre o “crescimento
das plantulas. Resultados semelhantes foram observados por ou
tros autores quando estudaram os efeitos do NaCl e do manitol
na germinacio de sementes e no desenvolvimento das plantulas
.(UHVITS, 1946; PRISCO & O'LEARY, 1970a; MACHADO et al.,
1976; PRISCO & VIEIRA, 1976; SHEORAN & GARG, 19278; GOMES FI

LHO & PRISCO, 1978; GOMES FILHO et al,, 1983; KAWASAKI et al.,1983).

E interessante ressaltar, que embora o peso frescodo
sistema radicular no tratamento com manitol tenha se épreseg
tado inferior ao do tratamento Salino; o comprimento da raii
principal foi maior nesse tratamento (Figuras 1 e 3). Tais re
sultados foram concordantes com as observagées visuais das
pléantulas durante a coleta do experimento, onde as raizesprin
cipais oriundas do tratamento com manitol se apresentaram mais
compridas e menos espéssas que as do tratamento salino. Como
o crescimento em volume e/ou em comprimento de um Orgéao esta
diretamente relacionado com a quantidade de agua absorvida, e
consequentemente com a turgescéncia celular (BOYER,1970),efa
de se esperar que a ralz principal se apresentasse mais com
prida no tratamento salino, emkrazao do maior peso fresco a
presentado pelo sistema radicular nesse tratamento. E possi
vel, por conseguinte, gue o processo de diviséo celular, que
também estd diretamente envolvido com ¢ crescimento de um Ox
gao, tenha sido afetado (HSIAO, 1973). . Pode-se supor, gue a
salinidade tenha causado uma maioxr alteragéo na relagao cito
cinina/auxina, responsavel pelo processo de alongamento e di
visao celular, e dal o crescimento da ralz principal tenha so
frido uma maior reducdo. Em suporte a esta idéia, O'LEARY

(1971) observou uma possivel inibigdo na biossintese de cito
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cinina nas ralzes provocada pela salinidade.

Ao contrario do comportamento observado nas raizes,
o comprimento da parte aérea das plantulas do tratamento sali
no foi superior ao das plantulas do tratamento commanitol (Fi
gura 3). Este resultado foi concordante com aguele apresenta
do na Figura 1, onde o pesoc fresco da parte aérea do tratamen

to salino fol superior ao do tratamento com manitol.

Embora as medidas de comprimento efetuadas nas partes
individuais das pléntulas tenham revelado diferencas signifi
cativas entre os tratamentos salino e com manitol, nao foi cb
servada diferenca significativa entre os comprimentos totais
das plantulas nos doisg trataﬁenéos (Figura 3). Este fato res
salta, que a analise do crescimento, guando realizada nas va
‘rias partes da plantula, é mais indicada para apontar diferen
cas entre tratamentos, gue aquela feita apenas sobre a plantu

la inteira.

2. Atividade ribonucleasica.

2.1. Condigoes apropriadas de ensaio.

0 estudo da atividade ribonucleasica durante a gerﬁi
nacio foi precedido por alguns experimentos, realizados para
garantir que a enzima seria ensaiada enm condigées dtimas de re
acio. Esses experimentos foram efetuados em extratos de coti
lédones provenientes de plantulas de feijéo com 5 dias apds a
semeadura em aAgua destilada. O pH do ensaio foi 5,2 como pre
viamente estabelecido por GOMES FILHO et al. (1983). Para que

a reacio enzimatica se processasse em excesso de substrato, de
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terminou-se a relagao enzima-substrato (Figura 4 A). Da curva
obtida, ficou estabelecida a relagao de 10 mg de substrato
(RNA) para 1,0 ml de extrato diluido 1:1C (v:v) com tampdo ci
trato-Na, 0,05 M, pH 5,2, sendo o volume final de reagéo 5,0
ml. A atividade ribonucleasica aumentou em funcdo das crescen
tes quantidades de extrato (enzima bruta) na mistura de rea
gao, porém sé houve linearidade até um valor de AA260 X h'_‘E
de aproximadamente 0,900 (Figura 4 B). Em vista disso, todas
as medidas de atividade enzimatica foram.feitas a partir de

1 menores

leituras de absorbancia que rgsultassem em‘AA26O x h™
ou iguais a 0,900. A estabilidade da enzima foi testada com
relagéo as solugées tampées de citrato-Na, MES-Na e acetato-
Na, todos a 0,05 M e pH 5,2 (Figura 4 C). Como pode ser obser
va&o, a atividade ribonucleasica fol praticamente a mesma nos
trés tampdes testados e aumentou linearmente com o tempo de re
agdo. Este resultado indica que a enzima & estavel nos  tam
'pées testados, pelo menos até 60 minutos de reagéo, diferente
mente do encontrado por SODEK (1968) em folhas de trigo, que
observou uma inibicdo da enzima pelo citrato. Embora qualquer
dos tampﬁes testados possa ser usado para ensailos de ativida
de com a RNase, o citrato por possuir propriedades gquelantes,
apresenta uma vantagem sobre os outros. Desta forma, decidiu
ge pelo citrato como tampao do ensaio, por ele poder funcionar
como um protetor da enzima contra eventuais impurezas (metais
pesados) existentes na mistura de reagao. Em alguns casos, €
por razdes que sexao justificadas posteriorménte, o ensailo de

atividade ribonucledsica foi realizado em tampao acetato.



FIGURA 4 ~ éondigées apropriadas de ensaio com a RNase de co
tilédones de plantulas de feijéo.de corda pitit-
ba, com 5 dias apds a semeadura em agua destila-
da. (A): Curva de atividade ribonucleasica em
funcao de quantidades crescentes de substrato
(RNA). (B): <Curva de atividade ribonucledasica,
em funcao de qﬁantidades crescentes de extrato
(enzima bruta). (C): Curva de atividade ribonu
cleasica em funcéo do tempo de reacio nos tampoes
citrato (@), MES (X) e acetato (0), todos a
0,05 M e pH 5,2. Em (A) e (B) a extracado foi
1:10 (1 g de cotilédone para 10 ml do tampaoc de
extracao) e os extratos originais foram diluidos
1:10 e 1:5, respectivamente. Em (C), excepciong&
mente, © volume‘final de reagéo foi de 20 ml e
a concentragdo final em  RNA de 0,4%.

Os valores representam médias de 3 ensaios.
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2.2, Atividade ribonucleasica em condictes de estresse

-
;

hidrico e salino.

A atividade ribonucleasica total nos cotilédones do
tratamento controle (Figura 5), aumentou até o 39 dia apds a
semeadura, permanecendo praticamente constante até o 59 dia,
quando comegou a decrescer. No @ltimo dia do periodo estuda
do, atingiu um valor 10,4 vezes maior do que aquele apresenta
do no dia zero. Este comportamento da RNase, juntamente coma
6bservag$o de que o nivel de RNA na semente quiescente‘é nor
malmente alto (BEEVERS & GUERNSEY, 1966; PALMIANO & JULIANO,
1972; VIEIRA, 1975; GOMES FILHO et al., 1983) e decresce a
medida que o processo'germinativo se desenvolve, sugere que es
ta enzima & ativada e/ou sintetizada de nove, pelo menos ate
o 39 dia apds a semeadura (VIEIRA, 1975; GOMES FILHO et al.,

1983).

Nos cotiledones de plantulas do tratamento salino, a
atividade ribonucleasica total cresceu até o 79 dia apds a se
meadura, decrescendo em seguida até o iltimo dia do periodo
estudado, quando acusou um valor 42,9 vezes maior do que o a
presentado no dia zero (Figura S}[ Por outro lado, esta mes
ma atividade determinada nos cotilédones de plantulas do tra
tamento com manitol se mostrou crescente até o ultimo dia do
experimento, guando atingiu um valor 23,5 vezes maior do que
o observado no dia zero (Figura 5). A atividade ribonucleasi
ca total, nos cotilédones do controle, se mostrou superior é
quela do tratamento salino até o 3¢ dia apds a semeadura, € su
perior aquela do tratamento com manitol até o 5¢ dia apds a

semeadura (Figura 5). Todavia, depois do 59 dia apds a semea



FIGURA 5 -~ Atividade ribonucleasica total de extratos de c©
tilédones de sementes de feijdo de corda pititba

- semeadas em agua destilada (0), e em solugdes

isosmoticas (~4,6 bar) de NaCl (@) e de manitol

(A). As barras verticais sobre os pontos, re-

presentam os valores de DMS.
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dura, a afividade'ribonucleésica total nos cotilédones do tra
tamento salino foi superior a do controle. Fato identico acon
teceu com a atividade ribonucledsica no tratamento : com mani
tol, sendo, contudo, que ela s0 foi superior aquela do contro
le depois do 79 dia apds a semeadura (Figura 5). Estes resul
tados sugerem, que a presenca de NaCl ou de manitol (ambos a
~4,6 bar) no meio de germinagao das pléntulas, retarda a sin

tese efou ativacdo da RNase.

No entanto, & conveniente ressaltar que no caso espe
cifico do tratamento com o NaCl, o aumento observado na ativi
dade ribonucleasica a partir do 59 dia de germinacdo foi mui
to elevado para que possa ser explicado apenaé como um simples
atraso da curva de atividade neste tratamento com relacao aque
la do controle (Figura 5}. Além disso, apesar de até o 39 dia
apds a semeadura as curvas de atividade nos tratamentos sali
no e com manitol nao diferirem; do 59 dia em diante, a ativi
dade ribonucleasica total para o tratamento salino foi indis
cutivelmente superior a do tratamento com maniéol. Este fato
demonstra a exisféncia de um efeito especifico do NaCl, 4in vA
vo, sobre a RNase. Pode-se supor que, até o 39 dia apds a se
meadura, quando as curvas de-atividade dos tratamentos salino
e com manitol sdo iguais, haja uma predomindncia do. fator os
motico, porém, a partir dal comeca a predominar outros fato
res, que seriam devidos a presenca do sal no interior da célg
la. Entretanto, a escassez de informacées a respeito da com
partimentalizacao dos ions efou da RNase a nivel celular nos

cotilédones, dificulta um melhor esclarecimento da guestao.

As medidas de peso fresco e de comprimento efetuadas

nas plantulas utilizadas para a determinacio da atividade ri
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bonucleasica total (Figura 6) mostram que a presencga de NaCl
ou de manitol no meio de germinacao diminui a absorgéo d'agua
e reduz o crescimento das plantulas. Estes resultados foram
concordantes com aqueles apresentados nas Figuras 1 e 3 socbre
o crescimento das pléntuias. Também a curva de peso fresco
dos cotileédones com a germinagao (Figura 7) sugere gue as pre
sengas do NaCl e do manitol, .n vivoe, inibem a mobilizac§o<km
reservas desses 6rg§os, concordando desta forma com o resulta
do apresentado na Figura 2. De um modo geral, as diferencgas
nos crescimentos das varias partes das plantulas dos tratamen
tos salino e com manitol (Figura 6) tornaram-se mais evidentes
somente apds o 59 dia, enquanto que aquelas em atividade ribo
nucleasica tornaram-se mais evidentes logo apds o 39 dia de
germinagéo (Figura 5). Alem disso, pode-se observar que as di
ferencas em crescimento das pléntuias dos tratamentos com NaCl
e manitol, entre os 39 e 99 dias apds a semeadura, foram per
centualmente inferiores as das atividades enzimaticas neste
mesmo periodo (Figuras 5 e 6). Dessas observagées pode—secﬁgl
cluir gque as alteragées em atividade da RNase, causadas pelo

estresse hidrico e salino, foram maiores e mais precoces que

aquelas sobre o crescimento das plantulas.

A atividade ribonucleésica especifica nos cotiledones
‘do tratamento controle cresceu até o 59 dia apos a seneadura,
guando entéo comegou a decrescer, atingindo no 99 diaumvalor
22,9 vezes maior do que o apresentado no dia zero (Figura 8).
O comportamento da atividade ribonucleasica especifi¢aikﬁ*cqg
cordante com o da atividade total, sugerindo que a RNase éuma
enzima que, ou sofre sintese de neveo, ou & ativada. Esta ques

tao foi agui investigada e posteriormente sera discutida.



FIGURA 6

Medidas de peso fresco do sistema radicular (SR},
da parte aérea (PA) e da pléntula (SR + PA) e de
comprimento da raiz principal (RP), da parte aérf_a__
a (PA) e da plantula (RP + PA) de feijdo de cor-
da pititba, semeada em dgua destilada (O) e em
solugées isosmbticas (-4,6 bar) de NaCl (@) e de

manitol {(A}.






FIGURA 7 - Peso fresco de cotilédones durante a germinacao

de sementes de feijao de corda pitiuba semeadas
em dgua destilada (O) e emsolucdes isosmoticas

(-4,6 bar) de NaCl (®) e de manitol (A).
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FIGURA 8

Atividade ribonucledsica especifica de extratos
de cotilédones de sementes de feijéo de cordé pi
titba semeadas em agua destilada (0O) e em solu-
¢Oes isosmdOticas (-4,6 bar) de NaCl (@) e de ma
nitol (A). As barras verticais sobre os pontos

representam os valores de DMS.
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Os valores de atividade ribonucledsica especifica,
tanto em cotilédones derivadqs do tratamento salihocummanaqug
les do.tratamento com manitol, apresentaram-se crescentes até
o 7¢ dia, gquando entéo permaneceram praticamente constantes a
té o 99 dia apbs a semeadura (Figura 8). Todavia, neste dia,
enquanto que a atividade ribonucleasica especifica no tratamen
to salino foi 73,6 vezes maior do que a observada para o dia
zero, aquela correspondente ao tratamento com manitol foi de
apenas 14,5 vezes maior. Também, como pode ser notado, a ati
vidade especifiéa da RNase nos cotilédones de Pléntulas:ﬁ;tr&
tamento controle foi sempre superior ou igual aquela do trata
mento com manitol, e superior aquela do tratamento salino ape
nas entre os dias 1 e 5 apos a semeadura (Figura 8). A partir
do 79 dia apds a semeadura a situag&o se inverteu, e os valo
res de atividades nos cotilédones do tratamento salino foram

superiores aos do controle. .

Os efeitos inibitdrios do manitol e do NaCl sobre a
atividade especifica foram concordantes com aqueles observados
sobre a atividade total, e reforcam a idéia de que esses agen
tes osmbticos afetam a sintese e/ou ativagéo da RNase (Figuras
5 e 8). A hipdtese de inibicdo na sintese de nove & reforgé
" da pelo fato de gue o NaCl & conhecido como um inibidor da sin
tese de proteina (XAHANE & POLJAKOFF-—MAYBER, 1968; PRISCO &
O'LEARY, 1970 b), e que o NaCl, {m vitro, causa apenas uma pe
quena inibicao da RNase (GOMES FILHO & PRISCO, 1978), insufi
ciente para explicar os altos niveis de inibigao observados
in vivo. Resultados semelhantes sobre os efeitos do NaCl, 4in
vivo, na atividade ribonucleasica nos cotilédones, foram ob

servados por outros autores (VIEIRA, 1875; SHEORAN & GARG,

1978; GOMES FILHO et al., 1983). E possivel supor-se gue um
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baixo nivel dessé enzima, no inicio do processo ' germinativo
desfavoreca a etapa de mobilizagéo das reservas de RNA nos co
tilédones e, desta forma contribua, pelo menos em parte, para
a inibigéo do processo germinative. ?or outro lado, em coti
lédones de tomate destacados das plantulas, ONG (1980) obser
vou que © estresse hidrico imposto pelo manitol causou um es
timulo na atividade ribonucleasica. E possivel que a discor
dancia deste resultado com o agqui apresentado seja decorrente

apenas da maneira diferente de como o estresse foi aplicado.

De maneira idéntica a observada para a atividade to
tal (Figura 5), a atividade especifica no tratamento .. salino
nao diferiu daquela do tratamento com manitol até o 39 dia a
pbs a semeadura, porém, a partir dal se mostrou claramente su
perior (Figura 8}. Também pode ser notado que as diferencas
em atividades especificas entre esses dois tratamentos foram
mais acentuadas do que aquelas observadas nas atividades to
tais. No 79 dia apds a semeadura, onde fol maxima as diferen
cas em atividade total ou especifica entre os dois tratamég
tos, o valor da atividade especifica no tratamento salino se
apresentou cerca de 5 vezes maior do que aquele no tratamentd
com manitol, enguanto gue o Qalor da atividade total, nesté
mesmo tratamento, fol somente cerca de 2,3 vezes maior (Figu
ras 5 e 8). ©Este fato pode ser explicado através dos valores
de concentragéo de proteina dos extratos utilizados para deter
minagéo da atividade enzimatica (Figura 9). Como pode ser visg
to, os valores de concentracéo de proteina dos extratos de co
tilédones do tratamento com manitol foram superiores aqueles
oriundos do tratamento salino, desde o 19 dia apds a semeadn
ra., Além disso, enquanto a curva de concentracdo de proteina

dos extratos do tratamento salino se mostrou decrescente coma




FIGURA 9 - Concentracao ée proteina em extratos de cotilédg

nes de sementes de feijao de corda pitiuba semea

das em dgua destilada (0) e em solug¢des isosmd-

ticas (-4,6 bar) de NaCl (@) e de manitol (A).
Os valores representam médias de 3 repetigdespro
Venientes de extratos diferentes. Cada extrato

foi dosado em triplicata.
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germinagéﬁﬁ ‘aquela paralo tratamento com manitol se mostrou
crescente. Portanto, a diverqénciazum;comportamentosdascug
vas de concentragéo de proteina nos dois tratamentos, princi
palmente a partir do 59 dia apds a semeadura, foi o fator res
ponsavel para que as diferencas em atividades especificas se
-tornassem mais acentuadas do que aquelas em atividades totais

nos dois tratamentos (Figuras 5,8 e 9).

A curva de concentragéo de proteina nos extratos do
tratamento controle, da mesma forma que aquela do tratamento
salino, se apresentou decrescente com a germinagéo, porém o©s
valores de concentrag&o de proteina foram sempre iguais ou in
feriores aqueles do tratamento salino (Figura 9). Embora a
condentrégéo de protelna nesses extratos represente apenasuma
parte da proteina total de reserva do cotilédone (somente a
fragéo solavel em pH 5,1), os comportamentos das curvas apre
sentadas na Figura 9 sugerem que 0s estresses hidrico e sali
no inibem a mobilizagéo e/ou o transporte das reservas protéei
cas do cotilédone. Resultados semelhantes sobre os efeitos do
estresse salino neste processo, foram observados por PRISCO &

VIEIRA (1976), GOMES FILHO & PRISCO (1978) e CASTRO (1982).

A discrepancia observada no comportamento da curva
de concentragao de proteina nos extratos de cotilédones do tra
tamento com manitol, que curiosamente se mostrou crescente com
a germinagéo e néo decrescente como observado para as curvas
dos outros tratamentosg, sugere que houvetnmisuperestimacéo no
teor da proteina (Figura 9). E possivel que isso tenha ocor
rido como consequéncia da presenca exagerada de peptideos pe
éuéhos nesses extratos, resultantes da hidrdlise de proteinas

de reserva que ndoc sdo extraidas (principalmente nagueles ex




47

tratos com mais dias de.germinagao) e que, ao interagirem com
o reagente do microbiureto, séo indevidamente guantificados
como proteina. Reforcando este ponto de vista observa-se que,
~mesmo em extratos de cotilédones do tratamento controle, ocor
re uma sn:perestimagéo no teor de proteina, pois a simples pas
sagem do extrato através de uma coluna de Sephadex G-25, ou a
sua dialise, reduz a concentragido de proteina {(resultados nio
apresentados). Evidentemente, pelos comportamentos das curvas
deAconcentracéo de proteina, € provavel que os extratos de co
tilédones do tratamento com manitol sejam os que se apresentem
com maiores quantidades de peptideos pequenos. De acordo.com
essas consideragées pode-se supor que o tratamento commanitol
tenha sido o que mais afetou o transpeorte do hidrolisado pro
téico dos cotilédones para as outras partes da pl&ntula.]?pog
sivel que isto seja decorrente do fato do estresse imposto pe
lo manitol ter sido um pouco mais severo do gque aguele com ©
NaCl, como sugerido pelos resultados de crescimento apresenta
dos nas Figuras 1, 2 e 3. Entretanto, n%o se pode descartar
a hipdtese da existéncia de um efeito especifico do estresse
com manitol sobre o processo de transporte das reservas. Con
tudo, nao se encontrou na literatura pesquisada informacoes
especificamente relacionadas com a mobilizagéo e/ou transpor
te das reservas proteicas do cotilédone, em condigbes de es

tresse hidrico.

3. Eletroforese em gel de poliacrilamida.

Tendo em vista as modificagdes em atividades ribonu

cleasicas causadas pelos estresses hidrico e salino, e de acor
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do com os resultados de alguns experimentos preliminares, que
mostrarania.existéncia de isoenzimas de RNase nos extratos, le
vantou~se a hipdtese de que a presenca de NaCl ou de manitol
“no meio de germinagéo poderia provocar alteragées nos niveis
dessas isoenzimas. Para investigar isso determinou-se o pa
drio de isoenzimas de RNase nos cotilédones de plantulas dos
tratamentos controle, salino e com manitol. Antes, no entan
to, foréﬁtrealizados alguns experimentos preliminares coma fi
nalidade de se determinar as melhores condigéespararevelagéo
das isoenzimas de RNase apos eletroforese em gel de poiiacri

1amida.

As corridas eletroforéticas para esses experimentos
foram realizadas com extratos de cotilédones de pléntulas com
5 dias apOs a semeadura em agua destilada. Inicialmente foram
testadas as concentragées de 0,1, 0,2, 1,0; 4,0 e 10,0 mg/ml.
de RNA no meio de incubagao dos géis. Resultados nao apresen
tados revelaram que os géis apds 20 minutos de incubacao no
RNA nas concentrag&es extremas de 0,1 e‘10,0 mg/ml se apresen
tarah, respectivamente, fracamente e fortemente coloridos, de
pois do tratamento com azul de toluidina. Nas outras concen
tracgdes de RNA testadas algumas bandas foram evidenciadas, po
rém, a que revelou o maior numero de bandas e melhor contras
te de cor no gel fqi a de 1,0 mg/ml. Em seguida, - usando-se
esta concentracao foram testados os tempos de 10, 20, 60 e 120 minu
tos para incubacdo dos géis com RNA. Resultados também ndo a
presentados mostraram que os tempos de 10 minutos ou aqueles
de 60 e 120 minutos de incubagao, provocaram efeitos na colo
fécao dos géis semelhantes aos causados pelas baixas e altas
ébncentracﬁes de RNA, respectivamente. Portanto, dos tempos

de incubacdo testados o que apresentou melhor padrao de isoen
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zimas de RNase foi o de 20 minutos.

De acordo com WILSON (1971), essa técnica para detec
céo de iscenzimas de RNase néo fornece dados quantitatiVos .a
cerca das intensidades das bandas, mesmo quando elas séo ava
liadas através das leituras de absorbancia dos géis. Por es
ta razéo foram tomadas algumas precaugées na utilizagéo desta
técnica para se obter resultados pelo menos semi-quantitati
vos, a f£im de que fosse possivel comparar-se o0s padrﬁes de i
soenzimas de RNase cobtidos nos diversos tratamentos. Com es
ta finalidade, procurou-se estabelecer um tempo fixo de descg'
ramento dos géis no acido acético, visto que as larguras das
bandas variam muito em func%o desse tempo. Dos varios tempos
testados (resultados ﬁéo apresentados) optou-se pelo de 3 ho
ras, gquando em seguida os geis foram deixados em aqgua destila
da. Estabeleceu-se também o tempo de 20 horas para permanén
cia dos géis em agua e como o maximo para realizacaoc das medi
das de suas absorbancias em 580 nm (ASBO)‘ Isto foi necessa
rio porque tempos maiores de permanéncia dos géis em agua fa
zem com gue ©0s picos nos grgficos de absorbancia corresponden
tes as isoenzimas se apresentem muito largos. Apds esse tem
po em agua os géis foram deixados em solugado de HC104 5%, que

mantém as bandas de iscenzimas de RNase sem sofrerem grandes al

teracgdes por alguns dias.

. 3.1. Efeito do estresse salino sobre as isocenzimas de

RNase.

Determinou-se inicialmente o padrac de iscenzimas de
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RNase em géis contendo as mesmas quantidades de proteina. Fo
ram utilizados extratos de cotilédones dos tratamentos contro
le e salino, durante os dias 0, 1, 3, 5, 7 e 9 apds a semeadu
- ra (Figuras 10, 11 e 12). ©Nos géis contendo os extratos do
tratamento controle (Figura 10) foram evidenciadas 6 bandas de
isoenzimas de RNase, com valores médios de mobilidade eletro
forética (Rf) de 0,17 (banda 1), 0,28 (banda 2), 0,37 (banda

3), 0,41 (banda 4), 0,57 (banda 5) e 0,80 (banda 6).

No gel contendo o extrato de cotilédones de sementes
quiescentes, com excecao da banda 6. todas as outras mostraram
se visiveis a olho ni (Figuré 10y Trodavia, 'a densitometria
em 580 nm deste gel revelou um picomuito fraco (zona de bai
Xa absorbancia), que parece ser devido & Presenca da banda 6
(Figura 12). Este fato mostra que ‘a densitometria do gel em
580 nm & Gtil para o caso de detecg§GVdé'bandas com intensida
des fracas, visto que elas sao de diffcil:- reconhecimento a o
lho nii. Por esta razéo, todo o estudo sobre as isoenzimas de
RNase foi acompanhado, néo sO pela an&lise:wvisual dos géis a
través de seus desenhos esquemdticos, bem como pelas medidas
de suas absorbéncias em 580 nm. Nos extratos de cotilédones
do tratamento controle, a banda 6 (banda principal) & a Gnica
a aumentar fortemente de intensidade com a germinagéo. No 59
dia sua intensidade € maxima e a partir dal comeca a decrescer
(Figuras 10 e 12). O comportamento desta banda foi semelhan
te aguele da atividade ribonucledsica especifica no tratamen
to EOntrole apresentado na Figura 8. As outras 5 bandas (ban
das secundarias) mostraram uma tendéncia de se tornarem com in
tensidades mals fracas ou de desaparecerem com a germinacao

(Figuras 10 e 12). A banda 4 & a primeira a desaparecer, nao




FIGURA 10

Tsoenzimas de RNase de extratos de cotilédones
de sementes de feijdo de corda pitiGba semea-
das em agua destilada, em géis contendo quanti
dades equivalentes de proteinas. O0s nameros de
UA aplicados nos géis nos dias 0, 1, 3, 5, 7 e
9 apdos a semeadura foram, respectivamente, 12,
37, 485, 901, 718 e 393. Os géis foram foto-
grafados com 27 dias apds terem sido deixados

em HClO4 5%.
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FIGURA 12 - Densitometria em 580 nm de géis semelhantes a0S
da Figura 10 (tratamento controle) e 11 (trata-
mento salino).. Os nimeros sobre os picos (zo-
nas de menores absorbéncias), representam as ban
das de isoenzimas de RNase, gendo que aqueles en
tre parénteses indicam as que nao foram visiveis
nos géis por ocasiao de seus desenhos. A Dbar-
ra vertical no grafico do gel de 9¢ dia (H,0 ),
corresponde a uma A580 de 0,100, sendo esta es-—
cala a mesma para os demais gridficos. As leitn
ras de absorbancia foram feitas entre 2 e 3 ho-
ras apds os géis terem sido deixados em agua des

tilada.
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sendo mais visivel no gel com extrato de cotilédones com 3 di
as de germinagao. Em seguida vem a banda 5, que nao ¢é mais
visivel no 79 dia e, finalmente, as bandas 1 e 3, que no 99
dia também ndo sdo mais visiveis. Portanto, no gel com o ex
trato de cotilédones de 9 dias de germinagao, somente as Dban
das 2 e 6 sdo visiveis (Figura 10). E possivel gue o rapido
desaparecimento da banda 4 tenha ocorrido devido a sua uniéo
com a banda 3, pois os Rfs dessas duas bandas sac de valores

muito proximos.

Nos géis contendo os extratos de cotilédones de se
mentes quiescentes ou de 1 dia de germinagéo (Figura 10}, po
de~se observar a presencga de uma banda de cor lilas muito in
tensa, justamente no local onde se localiza a frente‘da corri.
da contendo o azul de bromofenol. Mesmo em corridas eletrofo
réticas feitas com os extratos semkconterem este indicador,
observou-se também o aparecimento desta banda {resultados nao
apresentados), comprovando desta forma que o seu surgimento
nao era devido ao azul de bromofenol. Embora nos géeis conten
do os extratos de cotilédones de sementes guiescentes ou com 1
dia de germinagdo esta banda permanega visivel por varios di
as, nagueles contendo os extratos de cotiledones com 3 oumais
dias apds a semeadura ela logo desaparece. Um pouco acima
desta banda, ou em seu lugar, evidenciou-se uma regido desco
rada com caracteristicas semelhantes aquelas das bandas de
RNase (Figura 10). A natureza desta banda descorada, com Re
aproximadamente igual a 1, foi investigada e, como sera mostra
do posteriormente, ela néo é devida & presenca de uma isoenzi
ma de RNase. Por esta ;azéo, nos gréficos de Aggg dos géis,
os picos correspondentes a esta banda se encontram representa

dos pela letra F, como indicativo de que elé €& uma banda "fal
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sa" de RNase.

0 padrao de isoenzimas de RNase nos extratos de co
tilédones do tratamento salino mostrou-se também com as mesmas
6 bandas evidenciadas nos extratos de cbtilédones do tratamen
to controle (Figuras 11 e 12). Nesses extratos a banda prin
cipal foi também a que mais aumentou de intensidade com a ger
minagao.A No 7¢ dia sua intensidade foi maxima, porém a par
tir dai sofreu ligeira diminuigéo em intensidade (Figuras 11
e 12). O comportamento desta banda foi seﬁelhante—équele' da
‘atividade ribonucledsica especifica no tratamento salino apre

sentado na Figura 8.

Una, Comparagao entre as bandas principais nos dois
tratamentos revela que nos dias 1 e 3 apds a semeadura, ague
la no tratamento salino se apresenta nitidamente com we
nor intensidade (Figuras 10, 11 e 12). Nos extratos de coti
lédones de 59 dia apds a semeadura, as bandas principais dos
tratamentos controle e salino apresentaram-se com intensidades
praticamente iguais. Contudo, nos extratos de cotilédonescﬁm
7 e 9 dias apdOs a semeadura, a banda principal no tratamento
salino mostrou-se com intensidade bastante superior aguela do
tratamento controle (Figuras 10,11 e 12). Essas variacoes em
intensidades das bandas principais, entre os tratamentos con
trole e salino, séo semelhantes dgquelas entre as atividades ri
bonucleasicas totais e especificas entre os dois tratamentos
(Figuras 5 e 8). Este fato sugere que a atividade da isoenzi
ma de RNase correspondente a banda principal representa uma
parcela preponderante de toda a atividade ribonucleasica doex
trato. &as bandas secundarias do tratamento salino apresenta

ram-se com pequenas variag¢oes em intensidades e, de ummodo ge
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ral,:m:straramrsé com tendéncia de se tornarem mais fracas ou
de desaparecerem com a germinacéo (Figuras 11 e 12). As ban
das 2 e 4 desse tratamento se apresentaram com variagdes de in
tensidades durante a germinagéo correspondeﬁtemente semelhan
tes aos das mesmas no tratamento controle (Figuras 10, 11 e
12). As bandas 3 e 5 do tratamento salino s& ndo foram visi
veis nos extratos de cotilédones de 9 dias apds a semeadura.
A banda 1 nos cotilédones desse tratamento, apds aumentar de
intensidade entre os dias 5 e 7, tem sua intensidade diminui
da no 99 dia apds a semeadura. Contudo, diferentemente dague
1a do controle, ela ainda foi visivel neste dia (Figuras 10 e
11). Além disso, esta banda no tratamento saiino aéresentog

se, de um modo geral, com intensidades maliores do gue a mesma

no controle.

£ importante ressaltar que o alto nivel de ativida
de ribonucledsica total ou especifica, observado nos dias 7 e
9 apds a semeadura no tratamento salino, (Figuras 5 e 8), nao
& devido ao surgimento de nenhuma nova isocenzima de RNase (Ei
guras 10, 11 e 12). Os resultados apresentados mostram que,
simplesmente, ocorre um grande aumento no nivel da isoenzima
de RNase correspondente a bahda principal. Por outro lado, a
inibicac observada na atividade ribonucleasica pelo sal, nos
primeiros dias.de germinagéo (Figuras 5 e 8), & resultante a
penas de uma inibigab na sintese e/ou ativacdao desta mesma i

soenzima.

Para obter-se maiores informacdes a respeito do com
portamento das isoenzimas de RNase com a germinacao e/ou com
a salinidade, realizou-se um experimento onde foram aplicadas

nos géis as mesmas unidades de atividade {(UA) em cada dia de
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germinagao, para ambos os.tratamentos (Figuras 13 e 14). Como
resultado, observou-se que as bandas principais nos dois tra
tamentos, em cada dia de germinagao, tinham praticamente as
mesmas intensidades, ficando as maiores diferencas por conta
das bandas secundarias. De um modo geral, até o 79 dia apos
a semeadura, as bandas secundarias do tratamento salino se a
presentaram, correspondentemente, com intensidades maiores ou
no minimo iguais aguelas do controle. Esta situagéo fol mais
evidente nos extratos de cotilédones com 3 dias de germinacao..
Como pode ser notado, além da banda 1 ter se apresentado com
intensidade menor no controle, as bandas 2, 3 e 5 que sdo np
toriamente visiveis no tratamento salino, nac apareceram no
controle (Figura 13). O padréo de isoenzimas de RNase no 3¢
‘dia apos a semeadura no tratamento controle; apresentou~se
diferente daquele observado no experimento onde foram aplica
das nos géis, quantidades equivalentes de proteinas (Figura
10}. A razéo disto deveu-se as diferentes quantidades de UA
aplicadas em cada um dos experimentos. Naqueleapresentadoha
Figura 10 foram aplicadas 485 UA no gel e 5 bandas apresenta
ram-se visiveis. Porém, no experimento apresentado na Figura
13, foram aplicadas apenas 231 UA e somente duas bandas foram
visiveis. Portanto, a'redugéo na quantidade de enzima aplica
da no gel foi suficiente para que as bandas de menores inten
sidades deixassem de ser visiveis. Este fato mostra que nos
cotilédones de 3¢ dia apOs a semeadura, a banda principal se
encontra num nivel muito mais elevado do gque aqueles das ban
das secunddrias. Além do mais demonstra que o sal altera sig
nificativamente a proyorgéo entre as bandas secundarias e a

principal. No caso do 39 dia esta proporgao foi maior no tra




FIGURA 13 - Isoenzimas de RNase de extratos de cotiledones
de sementes de feijao de corda pitiuba semeadas
em agua destilada e em solucao de NaCl 0,1 M, em

géis contendo os mesmos nimeros de UA, em cada

dia de germinagio. Os nGmeros de UA aplicados

nos géis nos dias 1, 3, 5, 7 e 9 ap0s a semeadu
ra foram, respectivamente, 29, 231, 1039, 1026
e 468. Os géis foram fotografados com 8 dias a

o

pos terem sido deixados em HC10, 5%.
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FIGURA 14

Densitometria em 580 nm de géis semelhantes aos
da Figura 13. Os numeros soﬁre os picos (zonas
de menores absorbéncia), representam as bandas
de isoenzimag de RNase, sendo que agueles entre
parénteses indicam as gue nao foram visiveis nos
géis por ocasiéo de seus desenhos. A barra ver
tical desenhada no grafico do gel de 99 dia
(HZO) corresponde a uma ASSO de 0,100, sendo es
ta escala a mesma para os demais graficos. As
leituras de absorb&ncia foram feitas entre 19 e
20 horas, apds os géis terem sido deixados em a

gua destilada.
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Atamento salino. Provavelmente isto ocorreu, néo porque o sal
tenha causado um grande estimulo naé intensidade das bandas se
cundarias, e sim porque provocou uma forte inibigao na banda

‘principal. Reforcando este ponto de vista, € no 39 dia ondea
atividade ribonucleasica (Figuras 5 e 8) & mais fortemente i
nibida pelo sal, e conseguentemente maior & a inibigéo sobre

a banda principal.

Nos cotilédones de 19 dia do tratamento salino, on
de a atividade ribonucleasica também se encontra inibida, ha
um predominio nas intensidades das bandas secundarias 1, 2, 3

e 5> sobre as mesmas do controle, quando nos géis sio aplicadas

as mesmas UA de ambos os tratamentos (Figuras 13 e 14).

Nos cotilédones de 59 dia do tratamento salino, on
de mesmo sendo pequenas as diferencas em atividade ribonucleé
sica (Figuras 5 e 8), ainda ha um.ligeiro predominio nas in
tensidades das bandas secundarias (Figuras 13 e 14). Este fa
to sugere gue, no sal, as bandas secundarias diminuem de inten
sidade numa velocidade menor do que aquela no tratamento cbg

trole.

No gel contendo o extrato de cotilédones com 7 dias
de germinag&o no tratamento salino, onde a atividade ribonu
cleasica foi muito superior aquela do controle (Figuras 5 e
8), observou-se também um predominio nas intensidades das ban
das secundarias sobre aguelas no tratamento controle (Figuras
13 e 14). Obviamente essas bandas se apresentaram commaiores
intensidades, mesmo guando a banda principal ndo se encontra
va inibida. Ao contrario, & provavel pelos dados de ativida
de ribonucleasica (Figuras 5 e 8) que ela se encontre num ni

vel muito maior do que a mesma no controle. Este caso difere
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daqueles apresentados nos dias 1 e 3 apbs a semeadura, onde a
atividade ribonucleasica nos cotilédones deo tratamento salino
era menor do que agquela do controle e, ao contrario, as bandas
secundarias se apresentaram com maiores intensidades no trata
mento salino (Figuras 5, 8, 13 e 14). Esta situacao pode ser
explicada admitindo-se que, nos cotilédones. de 79 dia de ger
minacao no sal, o nivel das bandés secundarias seja bem maior
do que o‘apresentado no contrele. Isto se justifica peloc fa
to de que, no 79 dia apds a semeadura, a alta atividade no ex
trato de cotilédones do tratamento salino ser devido, princi
palmente, ao grande aumento de atividade da banda principal.
Dessa forma, para que nos géis fossem aplicadas as mesmas UA
de cada tratamento, esse extrato teve que ser diluido em 50%
para ficar com os mesmos numeros de UA/ml que aquele do con
trole. Por conta disto, as bandas secundarias do tratamento
salino também ficaram igualmente diluidas. Porém, mesmo as-
sim, essas bandas se mostraram com intensidades maiores do que
agquelas do controle, indicando, portanto, que nesse tratamen
to o nivel dessaé bandas @& realmente mais baixo. Portanto, os
resultados apresentados nas Figuras 13 e 14 sugerem queensbag‘
das secundarias no controle désapaxecem.com uma velocidade ma.

ior do qgue agquela no tratamento salino.

No 99 dia apOs a semeadura as bandas secundarias se
apresentaram com intensidades muito baixas, sendo visiveis no
controle apenas as bandas 2 e 3, e no tratamento salino ape
nas as bandas 1 e 2 (Figura 13). O baixo nivel das bandas se
cundarias dificulta um melhor entendimento sobre sua signifi
cagao, porém confirma a observagdo de que o sal altera as pro

porgoes entre as isoenzimas de RNase durante a germinacdo.
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Os resﬁltados apresentados sobre o efeito do sal nas
isoenzimas‘de RNase mostram que as modificagées causadas sao
apenas de ordem quantitativa. Néo observou-se, portanto, quais
-quer alteragdoes quanto ao nimero de isoenzimas de RNase presen
tes nos cotilédones. No entanto, tal alteragao de ordem quan
titativa no padréo de isoenzimas de RNase pode acarretar  sé
rias moqificagées metabdlicas, por afetar diretamente a mobi
lizacdo e/ou o transporte das reservas de RNA para outras par
tes da plantula. E possivel, ainda, que tais modificagées o
corram também em outros orgaos da plantula, causando  altera
coes nos.niveis de RNA e, consequentemente, afetando drastica
mente o processo de sintese proteica. Reforcando este ponto
de vista, SHEORAN & GARG (1978) observaram que o NaCl afetou a
atividade ribonucleasica nao s0 nos cotilédones, mas também no

eixo embrionario, nas raizes e nas folhas primarias.

Dos extratos utilizados para a determinagao das iso
enzimas de RNase foram retiradas amostras e feitas eletrofore
ses para detecgao de proteinas (Figuras 15 e 16). Neste casb,
da mesma forma gque no experimento mostrado nas Figuras 10, 11
e 12, foi aplicado em cada gel as mesmas quantidades de prote
ina. Nos extratos de cotilédones do tratamento controle o pa
drido eletroforético apresentou-se com varias bandas de protel
nas, que vdo diminuindo gradativamente de intensidade e em nu
mero com a germinacdo, até desaparecerem gquase completamente
no final do experimento, apesar de terem sido aplicadas gquan
tidades equivalentes de proteina (Figura 15). Caso semelhan
te foi encontrado por CASTRO (T982); gue sugere ser isto devi
do & presenca de peptideos.pequenos nos extratos, que sao re
velados como proteina pelo microbiureto, mas gque logo se difun

dem do gel. E provével; portanto; gue esses peptideos se a




FIGURA 15

Padrao eletroforético de proteinas de extratos
de cotilédones de sementes de feijao de corda
pititba semeadas em agua desﬁilada,&magéiscog
tendo quantidades equivalentes de proteina. O
diagrama esquematico, mostrando os valores de
mobilidade eletroforética (R;) foi feito a par
tir de uma andlise visual dos géis, 24 horas a
pés terem sido deixados em TCA 10%, logo  de-

pois de terem sido fotografados.
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FIGURA 16

Padrao eletroforético de proteinas de extratos
de cotilédones de sementes de feijao de corda
pititba semeadas em solugao de NacCl 0,1 M, em
géis contendo quantidades equivalentes de pro-
teina. O diagrama esquematico, mostrando o0sVva
lores de mobilidade eletroforetica (Rg) foi fei
to a partir de uma analise visual dos géis, 24
horas apds terem sido deixados em TCA 10%, lo-

go depois de terem sido fotografados.
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presentem em malores quantidades nos extratos de cotilédones
de plantulas com mais dias de germinagao, pois, de acordo com
a Figura 15, os géis contendo esses extratos foram os que se

apresentaram mais fracamente coloridos.

Parece que esses peptldeos déo reagéo de cor com O
"coomassie blue", porém logo se difundem do gel, provocando o
seu descplorimento. Apoiando esta idéia observou-se, durante
a execugao do experimento, que os géis logo apds o tratamento
com o “coomassie blue" mostravam-se todos intensamente  cora
dos. Contudo, com o decorrer do tempo os géis foram se tornan
do mais claros, porém, aqueles contendo extratos de cotilédo

nes com mais dias de germinacdo perderam cor mais rapidamente.

Com relacdo ao experimento com cotilédones do trata
mento salino, observou-se a presenca de varias bandas de pro
teinas que foram também diminuindo com a germinagéo. Contudo,
essas bandas desapareceram mais lentamente do que as do contro
le, e no 99 dia apds a semeadura se apresentaram em maior na
mero (Figura 16). Resultado semelhante foi encontrado por
CASTRO (1982), e sugere que a salinidade inibe a mobilizacao

das reservas protéicas do cotilédone (PRISCO & VIEIRA, 1976;°

GOMES FILHO & PRISCO, 1978).

3.2. Iscenzimas -de RNase em condigdes de estresse hidri

co e salino.

Para o estudo comparativo dos efeitos dos estresses
salino e hidrico sobre as isoenzimas de RNase foramutilizados

extratos de cotilédones no 79 dia apds a semeadura. Neste dia,
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comc pode ser obéervado nas Figuras 5 e 8, fol maior adiferen
¢a entre o0s valores de atividade ribonucledsica entre os dois
tratamentos. Porém, como foi usado um lote de sementes dife
rente daquele utilizado no experimento das Figuras 10, 11 e
12, foram determinados novamente os padrées de iscenzimas de RNase, .
tanto no controle como no tratamento salino, a fim de poder
melhor cpmyaré—los com aquele do tratamento com manitol (Figu
ra 17). Quando foram aplicadas nos géis as mesmas quantidades
de proteinas, a banda principal apresentou-se com intensidades
maior e menor, respectivamente, nos tratamentog salino e com
manitol (Figura 17 A). A ordem de intensidade das bandas prin
cipais nos trés tratamentos foi a mesma apresentada pelas ati
vidades especificas, ﬁo 79 dia apOs a semeadura (Figura 8). O
baixo nivel da banda principal no tratamento com manitol foi
em parte devido ao baixo nimero de UA aplicada no gel, em con
sequéncia da baixa atividade especifica do extrato. Nos tra
tamentos controle, salino e com manitol (Figura 17 A}, foram
visiveis os seguintes conjuntos de bandas secundarias respec
tivamente, (1, 2 e 3), (1, 2, 3 e 5) e (1 e 2). Por outro la
do quando foram aplicados nos géis os mesmos nameros de UA, -
as bandas principais se apresentaram praticamente com as meg'
mas intensidades nos txés tratamentos (Figura 17 B). Neste ca
so, as bandas secundarias 1 e 2 foram visiveis nos trés trata
mentos, enquanto que as bandas 3 e 5 foram visiveis apenas pa
ra os tratamentos controle e com manitol, respectivamente (Fi
gura 17 B). Os resultados apresentados sugerem que O princi
pal efeito do estresse hidrico sobre a atividade ribonucleési
ca, no 79 dia apos a semeadura (Figuras 5 e 8), foi causar u
ma drastica redugdo na atividade da isoenzima correspondente

a banda principal. Apesar das bandas secundirias terem se a



FIGURA 17

Isoenzimas de RNase de extratos de cotilédones

de plantulas de feijao de corda pitiuba com 7di

_as de germinacao em agua destilada {(a) e em so-

lucdes isosmoticas (—4,6 bar) de NaCl 0,1 M (b)

e de manitol 0,19 m (¢). Em (A) foram aplica~
das gquantidades equivalentes.de proteina, sendo
os nimeros de UA aplicados em (a), (b) e (c),

respectivamente, iguais a 265, 604 e 113 e em
(B)fonm1aplk§dasemz'cada gel 305 UA. Os name-~
ros sobre os picos (zonas de menores absorbanci
as) repreéentam as bandas de isocenzimas de RNa-
se, sendo que agqueles entre parénteses indicam
as que n&o foram visiveis nos géis, por ocasiao
de seus desenhos. A barra vertical desenhada em
(7A), corresponde a uma A580 de 0,100, sendc es-
ta escala a mesma para os demais graficos. As
leituras de absorbancia foram feitas entre 19 e
20 horas apds os géis terem sido deixados em a-

gua destilada.
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presentado com baixas intensidades e, poxr conseguinte, difi
cultarem as analises visuais dos géis, os gréficosckaASBO mos
tram com clareza que nao existiram diferencas qgualitativas en
tre as isoenzimas de RNase dos trés tratamentos {Figura 17).
Portanto, a principal diferenga observada entre os estresses
salino e hidrico sobre a atividade ribonucleasica, no 79 dia
apds a §emeadura, foi quanto a intensidade da banda principal,
que no tratamento salino se apresentou com intensidade muito

malor.

3.3. Efeito do sodio dodecil sulfato (SDS) sobre as iso

enzimas de RNase.

be acordo com JACOBSEN (1980), & possivel gue nasre
gides do gel onde se localizam grandes quantidades de protel
na, ocorram o aparecimento de zonas descoloridas, semelhantes
aquelas produzidas pelas isoenzimas de RNase. Essas bandas de
proteinas, segundo o autor, impediriam a entrada do RNA nos gé
is e, desta forma, imitariam o efeito produzido por uma isocen
zima de RNase, nao deixando formar-se o complexo colorido en

tre ¢ RNA e © azul de toluidina.

Nos resultados apresentados sobre os padrdes de pro
teina nos géis (Figuras 15 e 16), foi observada a existéncia
de bandas com altas concentracdes de proteinas, localizadas,
principalmente, na regiao onde se encontram as bandas secunda

rias de iscenzimas de RNase (Figuras 10 e 11). Sendo assim,

alguns experimentos foram realizados para investigar areal na

tureza das bandas evidenciadas como sendo de isoenzimas de

RNase. Admitindo-se que um inibidor de RNase é capaz de cau
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sar uma diminuicao ou desaparecimento de uma banda, somentese
ekifor ﬁormmkapelaagao de uma RNase, resolveu-se testar a pre
senca de Cu'' no meio &e_préuincubagao e/ou de incubagao dos
géis com RNA. Este ion foi usado na concentragio de 1 x 1075
M, onde & reconhecidamente um forte inibidor de RNase (CHEVRIER
& SARHAN, 1980; PIETRZAK et al., 1980; YOKOYAMA g;_c_ al.,
1982). Observou-se que o fon cu** nao foi capaz de impedir o
apareciﬁento das bandas evidenciadas ou pelo menos de reduzir
suas intensidades (resultados néo apresentados). Entretanto,
este resultado néo foi conclusivo porgue a presenca de cu*’
no meio de reag%o mesmo em_concentragées mais elevadas, ini
biu apenas uma pequena parte da atividade ribonucleésicack:e§
trato (resultados néo'apresentados).--Provaﬁelmente rér razao
desta baixa inibigéo deveu-se a presenca de citrato {agente
guelante) no meio de reagao, pois o simples fato de se trocar
o tampéo de ensaio por acetato foi suficiente para tornar o
Cu++, mesmo na concentragéo de 1T x 10”3 M, um eficiente inibi
dor da atividade ribonucleasica {resultadosrﬁk>apresentados).
Contudo, mesmo trocando-se o tampao de pré-incubacdo ou de in
cubacio por acetato, o cu'’? néo foi capaz de inibir o apareci
mento das bandas (resultados néo apresentados). Possivelmente
isto aconteceu devido a presenca de citrato no proprio gel de
espacamento. Portanto, os experimentos com o cu'? néo foram

suficientes para esclarecer a gquestao sobre a natureza dessas

bandas evidenciadas nos géis.

Prosseguindo na tentativa de esclarecer a questao,

testou~se o0 uso de baixa temperatura no meio de incubacdo dos

géis, como meio de prevenir a hidrdlise do RNA pelas RNases e,

desta forma, imitar a agdo de um inibidor da enzima. A incu



70

bagao dos géis com RNA por 20 minutos a 2% n&o foi capaz de
impedir o aparecimento das bandas descoloridas, supostamente
causadas pelas isoenzimas de RNase (resultados néo apresenta
dos). Este resultado também_nao foi conclusivo, pois, ao gue
parece, as RNases agem sobre o RNA mesmo depois dele complexa
do com o azul de toluidina durante a fase de descoramento do
gel, e que foi realizada 3 temperatura ambiente. Esta hipote
se, como serda visto mais adiante, confirmou-se como verdaaei

ra.

Finalmente, com o uso do sodio dodecil sulfato (SDS},
um inibidbr de nucleases {ABADOM & ELSON, 1970); chegou-se a
resultados conclusivos. O 8DS, além de ter funcionado com um
inibidor da atividade ribonucledsica no extrato (Tabela I},
causou o desaparecimento (ou diminuigao de atividade) das ban
das evidenciadas como sendo devidas as isoenzimas de RNase nos
géis (Piguras 18 e 19). Na concentracao de 1,0 mg/ml no ex
trato o SDS causou uma inibig¢3o de 94,7% na atividade ribonu
cleAsica (Tabela I). Como mostrado na Figura 18, a medida que
a concentracio de SDS no meio de pré-incubacdo dos géis aumen
tou, as bandas foram diminuindo gradativamente de intensida
des, até que nas concentragées de S£DS igual.ou superior a 0,8
ng/ml as bandas secundarias néo foram mais visiveis. A banda
principal na concentrac¢ac extrema de 1,6 ng/ml de SDS se apre
sentou fortemente inibida (Figuras 18 e 19). Prova adicional
de que o SDS inibiu a atividade ribonucleasica no gel foi ob
tida através de ensaios com fatias de géis pré-incubados com
sps 0,5 mg/ml, na regiéo da banda principal. Como mostrado na
Tabela II, © SDS nesta concentrag¢do inibiu 78,2% da atividade

ribonucledsica. Portanto, esses resultados sugerem que as ban
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Atividade ribonucleasica de extratos de cotilédo

nes de plantulas de feijao de corda pititba com

5 dias de germinacao em agua destilada, tratados

com concentragdes crescentes de SDS por 30 minu

tos a 40°. oOs valoreslrepresentam médias de 3

ensaios.

Concentracio de _
Atividade ribonucleasica

Inibigac da

SpS no extrato 1 atividade
(mg/ml) (bAye0 x 0 7) (2)
0,0 1,32 0,0
0!1 T;27 3,8
1,0 0,07 94,7
10,0 0,05 96,2
6

- A atividade ribonucleisica do extrato naoc incubado a 40°C

foi de 1,35.



FIGURA 18 -~ 1Isoenzimas de RNase de extratos de cotilédones
de plantulas, com 5 dias de germinagéo em solu-
¢do de NaCl 0,1 M, em funcao de quantidades cres
centes de SDS no meio de pré-incubacao dos géis.
Os géis foram fotografados com 23 dias apdos te-

rem sido deixados em HClO4 5%.
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Densitometria em 580 nm dos geis representados

na Figura 18. As i’fGﬂ(ﬁ%ﬂtZEﬁ(_jé@S’ de SDS em (a),
(B}, (C}, (o), (E} e (¥} foram, respectivamente:
0,0: 0O,1: 0,4: 0,8: 1,2 e 1,6 ng/ml. 0g ni-
meros sobre os picos {zonas de menores absorban
ciag), representam as bandas de isoenzimas de
RMase, sendo gue agueles entre parenteges indi-
cam as bandas que nao foram visivels nos  géig
por ocasiao de seus desenhos. A barra vertical
desenhada em .{A) corresponde a uma ASSO de 0,100
sendo esta escala a mesma para o0& demais grafi-
cos. As leituras de absorbancia foram foeitas
entre 19 e 20 horas apds os géls terem sido dei

xados em agua destilada.
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TABELA II - Atividade ribonucledsica em fatias de géis pré-
incubados com tampéio citrato 0,05 M, pH S,é, por
30 min a 40°C em auséncia e presenca de SDS 0,5
mg/ml. O© ensai@ foi realizado com 1 fatia do
gel de 1 mm de espessura, prdximo ao centro da
banda principal. 0s valores representam médias

de 2 experimentos.

Concentracao de

SDS no extrato Atividade ribonucleisica residual

{mg/ml) | (%)

0,0 100,0
0,5 21,8
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das evidenciadas nos géis séo devidas as presencas de isoenzi
mas de RNase. Contudo, a banda que aparece junto coma frente
contendo © azul de bromofenol (banda F), néo foi afetada pelo
tratamento dos géis com o SDS (Figuras 18 e 19). Portanto, es
ta banda € "falsa" e seu aparecimento deveu-se, provavelmente,,
ao fato do RNA néo ter penetrado no gel nesta regido. Em um
outro experimento (resultados nao apresentados), quando o $DS
foi usado na concentragéo de 2,0 mg/ml, todas as bandas desa
pareceram menos a banda F, de intensidade indiscutivelmente me
nor do gue aquela da banda principal. Este resultado confir
mou que esta banda de Rf aproximadamente igual a 1 ndo & uma

iscenzima de RNase.

.

O experimento com SDS também fol realizado com ex
tratos de cotilédones com um dia de germinagéo, onde a banda
4 & visivel, notando~se também o desaparecimento desta banda,
(resultados nao apresentados). Este resultado sugere, portag.

to, ser a banda 4 também uma isoenzima de RNase.

4, Efeito da ¢icloeximida sobre a atividade ribonucleasica

durante a germinacao.

0Os resultados apresentados sobre o comportamento da
atividade ribonucleasica nos cotilédones do tratamento contro
le {(Figuras 5 e 8), sugerem que a RNase & uma enzima que ou so
fre sintese de novo, ou & ativada durante a germinagdo. Além
disso, pode-se pensar na hipotese de que o grande aumento em
atividade ribonucleasica provocado pelo estresse salino apos

o 59 dia de germinaglo seja consequéncia, também, da sintese
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de nove da moldcula enzimdtica. Como primeiro passo para tes
tar as hipoOteses levantadas investigou-se a dependéncia entre
a atividade ribonucleasica e o processo de sintese proteica,
o que foil feito com o emprego da cicloeximida, um comprovado

inibidor da biossintese de proteina.

A cicloeximida, ao inibir a sintese proteica, causa
uma profunda alteragéo no metabolismo celular e, como conse
gquéncia, o crescimento das plantas sofre uma redugao(HOKHKSHI
& MORITA, 1981; BELOVA et g;., 1978}. Portanto, para gue o
efeito observado sobre a RNase néo fosse interpretado como sen
do uma simples consequéncia da alteragéo no metabolismo, al
guns experimentos foram realizados no sentido de detectar-seo
efeito, porém tornandé minimas as alteragées né crescimento

das plantulas.

Experimentos preliminares mostraram que as plantulas
de feijao com um dia de germinagac em agua destilada, ao se
rem deixadas por uma hora em placa de petri contendo papel de
filtro umedecido com solugéo de cicloeximida, e em seguida #g
tornadas ao meio normal de germinagao, apresentavam-se no 79
dia com o crescimento fortemente reduzido, mesmo & concentra
cbes muito diluidas do inibidor (resultadosIﬁknapresentados).
Na tentativa de minimiéar os efeitos da cicloeximida sobre o
crescimento das plantulas, os gquais poderiam dificultar a in
terpretagaoc dos resultados, resolveu-se restringir o tratamen
to das plantulas com o inibidor somente aos cotilédones. Deci

diu-se, portanto, por um simples pincelamento dos cotilédones

com a solucaoc de cicloeximida.

Notou-se, no entanto, a necessidade de remocao dos

tegumentos para evitar o tempo muito prolongado para gue a re
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ferida solug%o penetrasse no cotilédone. Entretanto, obser
vou-se para o caso especifico das sementes quiescentes, qﬁe a
simples remogéo dos tegumentos e pincelamento dos cofilédones
com agua destilada era o suficiente para que a atividade ribo
nucleésica, medida nos cotilédones apds um dia de germinacao
dessas sementes, se apresentasse com um valor cerca de 7 ve
zes maior do que o do controle (resultados nao apresentados).
Tornawsé necessario ressaltar que a retirada dos tegumentos
das sementes quiescentes, apesar dos cuidados empregados, cau
sou danos fisicos nos cotilédones. £ possivel, por conseguin
te, que a injiria mecanica causada nos cotilédones tenha sido
a responsavel pelo aumento observado em atividade enzimdtica.
A injaria mecanica, segundo TVORUS (1976), & um fator aponta
do por varios autores como o causador do aumento de atividade
de varias enzimas, dentre elas a RNase. No caso especificoda
RNase, este aumento de atividade & inibido por actinomicina D
(SACHER et al., 1975) ou por outros inibidores de sintese pro

téica ou de acidos nucléicos (BAGI & FARKAS, 1967),citado por

TVORUS (1976).

Observou-se, por outro lado, que a retirada dos te
gumentos dos cotilédones de plantulas com um dia apOs a semea
dura, e seu pincelamento com agua destilada,néoprovocou gran
des alteracdes na atividade ribonucledsica nos cotilédones,
quando estas eram deixadas germinar por mais alguns dias. Os
tegumentos envolvendo os cotilédones de plantulas com um ou
mais dias de germinagéo podem ser removidos sem causar grandes
danos fisicos ao cotilédone. Tendo em vista esse resultado
procedeu-se ao pincelamento dos cotilédones com concentracoes

crescentes de cicloeximida, em plantulas com um dia de germi
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nagao, e ?ésterior determinagao da atividade ribonucleasica
nos cotilédones no 3¢ dia de germinagdo. Resultados nao apre
sentados mostraram que a cicloeximida fol um efetivo inibidor
do surgimento da atividade ribonucleasica com a germinacao.
No entanto, como inconveniente, observou-se que nas concentra
coes mais elevadas do inibidor, onde a atividade da RNase era
mais fortemente afetada, o mesmo também acontecia com o cres

cimento das plantulas.

Com a finalidade de diminuir ainda mais as altera
¢Oes no crescimento das pléntulas, reduziu-se para um dia o
tempo de germinagao apds a aplicagéo do inibidor nos cotilédo
nes. Portanto, para os experimentos definitivos, a solucgaode
cicloeximida foi aplicada nos cotilédones das plantulas a di
versos estigios de germinagéo; tendo sido a atividade ribonu
cleasica medida nos cotilédones apds um dia de germinagao. Ex
perimentos preliminares indicaram que a concentragéo de 20
ug/ml para a solucdo de cicloeximida foi a gue melhor resulta
do apresentou para este tipo de experimento, ou seja, inibiu
a enzima sem causar grandes alteracoes no crescimento das plan
tulas. Todavia, como precaugao para compensar as eventuais al
teracOes em atividade ribonucledsica, causadas pela remocgao
dos tegumentos dos cotilédones e/ou pelo prdprio manuseio com
as plantulas, o experimento foi seguido, além do controle nor
mal, por um grupo de pléntulas onde no lugar de cicloeximida
os cotilédones foram pincelados com agua destilada. Em virtu
de da impossibilidade de retirada dos tegumentos das sementes
quiescentes sem provocar grandes alterag&es na atividade da
RNase, o0 efeito da cicloeximida sobre a enzima entr@ios: dias

0 e 1, foi observado deixando-se essas sementes germinarem por
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tode o tempo em presenga do inibidor.

4.1. Experimento com plantulas semeadas em agua destilada.

O efeito da cicloeximida sobre a atividade ribonu
cleasica foi observado nos cotilédones de pléntulas com 1 a 5
dias apOs a semeadura em Agua destilada. Como pode ser obser
vado na Tabela III, os valores de atividade total nos cotilé
dones provenientes do tratamentoc com cicloeximida (20 ué/ml)
foram até o 39 dia, estatisticamente inferiores aos do trata

mento com agua destilada.

Nos dias 4 ¢ 5 apOs a semeadura, apesar da analise
estatistica nao ter mostrado diferencas significativas entre
os dois tratamentos, hi uma tendéncia dos valores de ativida
de total serem menores para aqueles do tratamento com o inibi
dor {(Tabela III). Por outro lado, todos os valores de ativi
dade ribonucleasica especifica do tratamento com cicloeximida
se apresentaram estatisticamente inferiores aos do tratamento
com agua destilada, confirmando a acdo inibitdria da cicloexi
mida sobre a RNase (Tabela III). Os valores de atividades ri
bonucleasicas total e especifica nos cotilédones do tratamen
to com agua destilada sb diferiram estatisticamente dagueles
ao controle, apenas no 29 dia de germinagdo, se apresentando
com valores maiores nos cotilédones tratados com agua destila

da {(Tabela III).

Para melhor destacar o efeito da cicloeximida sobre
a RNase foram determinadas as variagdes diarias ematividades,
fato que se justificou tendo-se em vista que o tempo de acao

do inibidor nos cotilédones foi de um dia. Tais variacdes fo
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TABELA IITI -~ Atividade ribonucledsica de extratos de cotilé'
dones do controle, tratados com agua destilada
(A) e com solucdo de cicloeximida 20 yg/ml (C),
provenientes de sementes de feijdo de corda pi

titba semeadas em agua destilada.

Dias apOs Atividade total Atividade especifica
a (UA x cot™! x h_T) (UA x mg prot™! x h-1)

semeadura  (controle)  (A) (C)  (Controle)  (a) (c)
1 564a "B564a 244b 113a 113a 53b
2 1557b 22453 1150c 315b 520a 300b
3 3355a 3461a 2252b 794a T77a 501k
4 4532a  4558a  4105a 11852 1053a 833b
5 3804a 3§§8a 3096a 1193a 1175a 809b

- 0s valores de atividades ribonucleasicas total e especifica
em extratos de cotiledones de sementes quiescentes foram 112

e 18 respectivamente;

- Os valores de médias na mesma linha, seguidos pelas mesmas
letras nao diferem entre si, pelo teste Tukey, ao nivel de

53 de probabilidade,
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ram estimadas subtraindo-se dos valores de ativi&ades nos co
tilédones tratados com adgua destilada e com solucdo de ciclo
eximida, o valor da atividade do controle no dia anterior, sen
do usados para isso os valores apresentados na Tabela III. Co
mo pode ser notado na Figura 20, as variac¢des didrias em ati
vidade ribonucledsica total e especifica, tanto para os extra
tos de cotilédones do tratamento com.égué destilada, como pa
ra aquelés do tratamento com cicloeximida, se apresentaramcom
valores positivos (aumentos em atividade enzimética) entre os
dias 0 e 1, Te 2, 2 e 3 e 3 e 4 apds a semeadura. Porém, os
incrementos observados em atividade enzimatica nos cotilédones
tratados com © inibidor de sintese protéica foram indubitavel
mente menores do que aqueles oriundos do tratamento dos coti
lédones com agua destiiada. Do 4¢ para o 59 dia de germina
géo, apesar das variagées em atividades ribonucleasicas total
e especifica se apresentarem negativas (decréscimos em ativi
dade enzimatica) para ambos os tratamentos, a menor variacao
foi observada para o tratamento com cicloeximida (Figura 20).
Portanto, o tratamento com cicloeximida causou um maior de

créscimo em atividade, sugerindo dessa forma, que a RNase a
presenta "turnover", ou seja, sofre sintese e degradagao, pois
o bloqueio na sintese da enzima pelo inibidor fez com que ma
ior fosse o decréscimo em atividade da RNase. Concordando com
aridéia de que a RNase apresenta "turnover", observou-se, em
outro experimento, que a atividade ribonucleisica em cotilédg
nes de pléntulas com 5 dias de germinagao, mostrou valor apro
ximadamente igual & metade daquele observado no 39 dia, como

consequéncia do pincelamento dos cotilédones com cicloeximida

50 pg/ml nos dias 3 e 4 de germinacio (resultados nio apresen

tados). Reforc¢ando a idéia do "turnover", SACHER Ef,ii'(1975)



FIGURA 20 -~ <Variacdoes didrias em atividades ribonucleasicas
de extratos d'e cotilédones tratados com agua des
tilada (] ) e com solugdo de cicloheximida
20 ug/ml (EZ) ), provenientes de sementes de
feijdo de corda semeadas em agua destilada. As
Variagaes em atividade foram determinadas entre
os dias 0 e 1 (A), 1e 2 (B), 2 e 3 (C}, 3 ed

(D) e 4 e 5 (E).
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demonstraram a existéncia desse processo para a RNase induzi

da pela injuria mecanica dos tecidos de nabo.

O fato das medidas de crescimento das plantulas cu
'jos cotilédones foram pincelados com agua e com cicloeximida,
praticamente néo terem se apresentado diferentes (Tabela IV),
diminui a possibilidade do efeito inibitdorio sobre a RNase ter
ocorrido como consequéncia de efeitos secundarios no metabo
lismo, causados pela inibigéo do processo de sintese protéica.
Conseguentemente, o0s resulta&os apresentados na Tabela ITII e
Figura 20 sugerem que © aumento em atividade ribonucledsica
com a germinagéo & dependente, pelo menos em grande parte do
processo de sintese de proteina. Estes resultados foram con
cordantes com aqueles observados por alguns autores que veri
ficaram ser o aumento da atividade ribonucleasica nos cotileé
dones durante a germinagéo total ou pércialmenbedependenteda
sintese de nove da enzima (BENNETT & CHRISPEELS, 1972; BRYANT
et al., 1976a, 1976b). Os resultados, no entanto; foram dis
cordantes dagqueles encontrados por BARKER et al. (1974), qﬁe
observaram ser o aumento da atividade ribonucleasica com agey
minacio totalmente independente do processo de sintese proteéi

ca.

4.2. Experimento com plantulas semeadas em solucao de

NaCl 0,1 M.

Neste experimento o efeito da cicloeximida scbre a
atividade da RNase nos cotilé&dones foi observado entre os dias

3 e 7 apds a semeadura em solugao de NaCl 0,1 M, periodo onde
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foli alta a taxa de crescimento da atividade enzimatica, chegan
do a atingir valores de atividade muito superiores aos encon
trados para as plantulas germinadas em agua destilada (Figuras
5e 8).7 Como no experimento anterior, o efeito da cicloeximi
da foi observado um dia apOs a sua aplicagao nos cotilédones,
e a varios estagios de germinagéo. Os resultados apresentados
na Tabela V mostram que os valores de atividades ribonucleasi
cas total e especifica"nos cotilédones tratados como inibidor
foram estatisticamente inferiores dqueles de cotilédones tra
tados com agua destilada. Em alguns casos os valores de ati
vidade da RNase nos cotilédones tratados com agua destilada se
mostraram estatisticamente superiores aos do controle (Tabela
V), demonstrando que & retirada dos tegumentos e/ou o proprio
manuseio com as plantulas provocaram aumentos na atividade da
RNase. As variacdes didrias em atividades ribonucleasicas to
tal e especifica nos cotilédones pincelados com agua destila
da se apresentaram, em todos os periodos observadoé, com valo
res positivos e sempre superiores agueles dos cotilédones tra
tados com cicloeximida 20 ug/ml (Figura 21). Este resultado
demonstrou a existéncia de uma estreita correlacao entre o au
mento observado em atividade ribonucleasica entre o 32 e 79
dias de germinagao em condicoes salinas (Figuras 5 e 8) e o
processo de sintese protéica. Da mesma forma que no experimen
to anterior, o cresciménto das plantulas cujos cotilédones fo
ram pincelados com cicloeximida, praticamente nao diferiu do
crescimento dagquelas com cotilédones pincelados com agua des

+ilada {(Tabela IV).

Como pode ser notado na Tabela V, no 79 dia de ger
minacao apés a semeadura, tanto a atividade ribonucleasica to

tal como a especifica nos cotilédones tratados com cicloeximi
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.Atividade ribonucleasica de extratos de cotilé
dones do centrole, tratados com agua destilada
(A) e com solugao de cicloeximida 20 ug/ml (C),
provenientes de sementes de feijao de corda pi

titba semeadas em solucao de NaCl 0,1 M.

Dias apos Atividade total Atividade especifica
a (VA x cot™ ! x h™") (UA x mg Prot™ ' x h“1)

semeadura controle) ., (A) (c) (Controle) () ()
4 2239b 3251a 1910b 544b 732a 409b
5 3950a 447 7a 3131b 1005a 1045a 702b
6 1877a 7468a 4530b 2111a 1850a 1144b
7

6914b 8912a 6369b _ 2088a 2476a 1605b

- Os valores de atividades ribonucledsicas total e especifica

do controle no 39 dia de germinacdo foram 1460 e 324 respecC

tivamente;

- Os valores de médias na mesma linha seguidos pelas mesmas le

tras nao diferem entre si, pelo teste Tukey, ao nivel de 5%

de probabilidade.



FIGURA

21

Variagées diérias em atividades ribonucleasicas
de extratos de cotiledones tratados coméagua des
tilada ([__]) e com solucéo de cicloheximida
20 ug/ml (fZZ] ), provenientes de sementes  de
feijao de corda semeadas em solucdo de NaCl 0,1
M. As variagOes em atividades foram determina-
das entre os dias 3 e 4 {(A), 4 e 5 (B), 5 e 6

(C} e 6 e 7 (D).
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da 20 pg/nﬂ.se apresentaram com valores inferiores aos dos
respectivos controles no 69 dia de germinagao. Como consequég
cia disso, as variagées em atividades ribonucledsicas total é
esPecIfica se apresentaram com valores negativos do 69 para o
79 dia de germinagéo (Figura 21). Por outro lado, como neste
mesmo periodo essas variagées em atividades nos cotilédones
tratados com agua destilada se apresentaram com valores posi
tivos (Figura 21), deduz-se que o tratamento com o inibidor
além de ter evitado que a atividade aumentasse, causou uma re
dugao no nivel da enzima preexistente no dia da aplicagéo do
tratamento. Este resultado mais uma vez confirma a idéia de
gque a RNase & uma eﬁzima que apresenta "turnover" com a germi

nacao. .

Como os valores de atividade enzimatica do controle
na Tabela IIT se apresentaram crescentes até o 49 dia de ger
minacgao, € logico admitir-se que até este dia o processo de
sintese da enzima supere aquele de sua degradagao. Entretag'
to, em condigées salinas os valores de atividade no controle
(Tabela V) se apresentaram crescentes até o 69 dia de germina
¢ao, sugerindo que até este dia o processo de sintese da enzi.
ma supere agquele de sua &egradagio. Pelo menos duas hipoOteses
sdo possivels para explicar o mais alto nivel da enzima emcon
digdes salinas a partir do 79 dia de germinag&o (Figuras 5 e
8): uma seria de gque em condigées salinas o processo de sig
tese da enzima ocorreria numa velocidade maior do gque aguela
do controle, supondo serem iguais em ambos os tratamentos as
velocidades de degradagao da enzima; a outra hipdtese seria
de gque em condigées salinas o processo de degradacac da enzi

ma ocorreria numa velocidade menor do que a do controle, su
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pondo, neste caso, iguais velocidades de sintese da enzima em
ambos os tratamentos. O0s resultados apresentados néo sac su
ficientes para um completo esclarecimento da questéo. No en
tanto, como o resultado apresentado na Figura 21 mostrou gque
do 69 para o 79 dia de germinagao em condigﬁes salinas, houve
uma acentuada queda na atividade da RNase nos cotilédones tra
tados com cicloeximida, ao contrario do que ocorreu com a ati
vidade nﬁs cotilédones tratados com agua destilada (que semos
trou crescente), supée»se gque 0 processo de degradagéo da en
zima tenha ocoxrido de forma eficiente. Ademais, caso 0 pro
cesgso de destruigao da enzima sob condigées salinas fosse me
nor do gue aguele em condigées controle, provavelmente as va
riagées negativas em atividade da RNase deveriam ser = menores
do gque aquelas cbservadas, em condigées controle (Figuras 20
e 21), fato que nado aconteceu. £ possivel; portanto, que o
mais alto nivel da RNase nos dias 7 e 9 apds a semeadura nos
cotilédones do tratamento salino (Figuras 5 e 8} seja conse
quéncia de um estimulo na sintese da enzima e nao .a uma inibi
cao do sistema enzimatico responsavel pela destruigéc)daRNa&L
Concordando com este ponto de vista, SACHER et al. (1975) ob
servaram gue o nivel da RNase induzida pela injuria mecanica
dos tecidos de nabo & regulado pelo processo de sintese da en

zima e nao pelo de degradacgao.

4.3. Efeito da cicloeximida sobre as isocenzimas de RNase
de cotilédones de plantulas semeadas em agua desti

. lada.

Para melhor destacar o efeito da cicloeximida nosco
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tilédonesrde plantulas semeadas em agua destilada, experimen
tos preliminares foram desenvolvidos no sentido de ampliar o
efeito do inibidor sobre a atividade ribonucleidsica, sem que
o crescimento fosse demasiadamente alterado. Um desses expe
rimentos apresentou resultado satisfatdério e constou da embe
bicio das sementes quiescentes, a varios tempos em agua desti
lada e em solugéo de cicloeximida 5 ug/ml, guando em seguida
essas sementes foram semeadas em condigées normais de germina
cao. Posteriormente, com um dia de germinacao, oscofilédones
de plantulas intactas foram pincelados com agua destilada e
com solugéo de cicloeximida 5 yug/ml, sendo as plantulas deixa
das germinar por mais 2 dias, quando entéo os cotilédones fo
ram coletados. Determinagées de atividade ribonucleasica nos
extratos desse cotilédones revelaram qgue, quanto maior o tem
po de embebig&o das sementes quiescentes em agua destilada, ma
ior a atividade enzimatica (Tabela VI). Poderia-se pensar que
esse aumento em atividade enzimatica fosse devido a um aumen
to na velocidade de germinagéo provocado pelos maiores tempos
de embebigéo. Desta forma, seria entdo possivel que as plan
tulas oriundas de sementes guiescentes, que foram embebidas
por 5 horas em agua, estivessem.num estagio de germinacéonaié
avancado do que aquelas que foram embebidas por 3 horas, as
gquais, por sua vez, se encontrariam num estagio mais avancgado
do que as que foram embebidas por apenas uma hora. Portanto,
isto faria com que a atividade ribonucleasica nos cotiledones
se apresentasse com comportamento crescente com o tempo de em
bebigao, da mesma forma que o apresentado por ela nos primei
ros dias de germinagéo (Tabela II1I}). Todavia, este néo pare
ce ter sido o caso, pois ndo foram constatadas diferencas signifi

cativas nos crescimentos das plantulas em fungiao do tempo de
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Atividade ribonucledsica de extratos de cotilé
dones de plantulas de feijao de corda pititgba
com 3 dias de germinag%o emkfungéo do tempo de
embebigao das sementes quiescentes em agua des
tilada (A} e em.sclugao de cicloeximida 5ug/ml
(C). No 1¢ dia de germinagéo os cotilédones de
pléntulas intactas do tratamento (A} foram pin
celados com agua destilada e os do tratamento
(C) com solugao de cicloeximida 5 ug/ml. Os va

lores representam meédias de 3 ensaios.

Atividade total Atividade especifica

Tempo de
embebicio (UA x cot™ ! x h”T) - A{UA X mg prot™ % x b V)
(horas) (8) (c) () (c)
1 2930 2943 520 624
3 4290 3434 863 765
5 5062 2063 1055 446
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embebigdo das seﬁentes em agua destilada (resultados ndc apre
sentados) . E possivel que o aumento em atividade ribonucled
sica seja devido ao estresse gasoso imposto ds sementes duran
‘te o periodo de embebig&o (condigées de baixa concentracao de

oxigénio).

Dos tempos de embebigéo em cicloeximida 5 pg/ml tes
tados, o que apresentou mais alto nivel de inibigéo {cerca de
60%) em atividade RNasica foi o de 5 horas (Tabela VI). O tra
tamento com cicloeximida no gual as sementes foram embebidas
por uma hora, nao foi suficiente para causar inibigéo na ati
vidade da RNaée, enquanto gue o de 3 horas causou uma inibigao
de apenas 20% (Tabela,VI). De acordo com este resultado, op
tou~se por fazer-se eletroforese para determinacao das isoen
zimas de RNase nos extratos de cotilédones de plantulas dos
tratamentos com 1 e 5 horas de embebié&o em agua destilada, e

com 5 horas de embebicao em solucio de cicloeximida 5 ng/ml.

Quando foram aplicadas nos géis as mesmas quantida
des de proteina, a banda principal apresentou-se com menor e
maior intensidade nos extratos de cotilédones provenientes de
plantulas, cujas sementes quiescentes foram embebidas por 5 ho
ras em solucdo de cicloeximida S ug/ml e por 5 horas em Aagua
destilada, respectivamente (Figura 22 A). Portanto, as bandas
princi@ais nos dive:sos tratamentos apresentaramesélcom.integ
sidades concordantes com os valores de atividade ribonucledsi
ca mostrados na Tabela VI. Este fato reforca a idéia anteri
ormente exposta de que a atividade da banda principal repre
senta uma parcelé preponderante de toda a atividade ribonucle

asica do extrato.

Nos géis contendo os extratos de cotilédones de plan



FIGURA 22

Isoenzimas de RNase de extratos de cotilédones
de plantulas com 3 dias de germinagao em agua
destilada, provenientes de sementes quiescentes
de feijdo de corda pitidba embebidas por 1 hora
em agua destilada (a), por 5 horas em agua des
tilada (b) e por 5 horas em solucdo de cicloexi
mida 5 pg/ml (c). Com 1 dia de germinagéocn;cg
tilédones dos tratamentos (a) e (b) foram pince
lados com agua destilada e os do traﬁaﬁento {c)
com cicloeximida 5 pg/ml. Em (A) foram aplica
das quantidades equivalentes de proteina, sendo
os numeros de UA aplicados em (a), (b} e (¢},
respectivaﬁente iguais a 144, 239 e 94; en (B)
foram aplicadas em cada gel 120 UA. Os numeros so
bre os picos (zonas de menores absorbancias) re
presentém as bandas de isoenzimas de RNase, sen
do gue agqueles entre parénteses indicam as gue
nao foram visiveis nos géis por ocasilaoc de seus
desenhos. A barra vertical desenhada em ({A),
corresponde a uma ASSO de 0,100, sendo esta es
cala a mesma para os demais graficos. As leitu
ras de absorbancia foram feitas entre 19 e 20 ho
ras apbs os ygéis terem sido deixados em agua des

tilada.
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tulas §riginériaé de sementes quiescentes émbebidas por 1 e 5
horas em agua destilada, foram visiveis as bandés secundarias
1 e 2, enguanto que naquele referente ao tratamento com ciclo
eximida foram visiveis as bandas secundarias 1, 2, 3 e5 (Fi
gura 22 A). Como pode ser observado mais facilmente nos grd
ficos de ASBO dos géis, a principal diferenca entre os trata
mentos @as sementes por 1 e 5 horas em agua destilada foi quan
to a intensidade da banda principal, que se apresentou com pi
co muitc maior para o tratamento com maior tempo de embebic&o
(Figura 22 A). Por ¢onseguinte, 0 grande aumento em atividade
ribonucleasica provocado pela embebigéo das sementes guiescen
tes por 5 horas em agqua destilada, néo se deveu a formacao de
novas isoenzimas e sim a um forte aumento na intensidade da

banda principal (Tabela VI e Figura 22 A).

As bandas secundarias no gel com extrato de cotile
dones referente ao tratamento com cicloeximida se apresenta
ram, com excegéo da banda 2, com intensidades um pouco maiores
do gque as dos géis referentes aos outros tratamentos (Figufa
22 A). Isto pode ter ocorrido como consequéncia da inibicgao
do crescimento das plantulas pelo tratamento com cicloeximida,
fazendo com que estas bandas diminuissem de intensidades com
a germinacao de uma forma mais demorada do que a normalmente
.observada {(Figuras 10 e 12). As plantulas do tratamento com
cicloeximida apresentaram-se com o comprimento total cerca de
422 menor do que aquele das plantulas do tratamento com Aagua
(resultados néo apresentados). Este efeitodacicloeximida so
bre as bandas secundarias foi semelhante, aquele do NaCl (que
tambdm reduz o crescimento das plantulas), onde as bandas se

cundarias se apresentaram, de um modo geral, com intensidades




95

maiores do que as do controle (Figuras 10, 11 e 12}.

Quando os mesmos numeros de UA foram.aplicaaos nos
géis a banda principal referente ao tratamento com cicloeximi
da apresentou-se com intensidade ligeiramente inferior a dos
outros tratamentos (Figura 22 B). Em contraste, as bandas se
cundarias nesse tratamento se apresentaram, de um modo geral,
superiores agquelas dos outros tratamentos, em funcgao das di
lui¢des que os extratos desses tratamentos sofreram para fica
rem com as mesmas UA/ml do que aguele do tratamento com ciclo
eximida. Estes resultados sugeriram que o principal efeito da
cicloeximida fol causar uma forte redugéo na banda principal.
Extrapolando esses resultados para aqueles observados na Tabe
la IIY e Figura 20, pode-se admitir gque a inibicdo observada
na atividade ribonucleasica pela cicloeximida, tenha sido de
vido & uma inibigao na atividade da banda principal. Como con
sequéncia pode~se afirmar que o grande aumento de intensidade
observado nas Figuras 10 e 12, para a banda principal & depen

dente do processo de sintese protelca.

4.4. Efeito da cicloeximida sobre as isoenzimas de RNase
de cotilédones de plantulas semeadas em solucao de

NaCl 0,1 M.

0 efeito da cicloeximida sobre as isoenzimas de RNa
se foi observado em cotilédones do controle, tratados com agua
destilada e com solucao de cicloeximida 20 ug/ml, provenientes
de plantulas de feijdo com 6 dias de germinagao emNaCl 0,1 M.
0 tratamento com agua e com o inibidor de sintese  proteica

constou do pincelamento dos cotilédones de plantulas no 52 dia
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de germinacao com agua destilada e com solucdo de cicloeximi

da 20 ug/ml.

Em géis contendo quantidades equivalentes de prote
inas, a banda principal apresentou—ée com menor e maior inten
sidade nos extratos de cotilédones tratados com cicloeximida
e com agua destilada, respectivamente (Figura 23 2). As ban
das secundarias 1, 2 e 5 foram visiveis nos 3 géis e se apre
sentaram com intensidades praticamente iguais (Figura 23 A).
As diferencas nas intensidades das bandas principais dos tra
tamentos com agua e com cicloeximida néo se apresentaram mai
ores, possivelmente porque o tempo de agéo do inibidor foi de
apenas 1 dia. Contudo foi nitida a inibicao na banda princi
pal como consequéncia do tratamento dos cotilédones com o i

nibidoxr de sintese de proteina.

Nos géis contendo os mesmos numeros de UA, as dife
rengas entre o controle e os dois tratamentos foram muito pe
quenas (Figura 23 B). Enquanto as bandas 2, 5 e 6 se apresen
taram com praticamente as mesmas intensidades nos 3 géis, a
banda 1 se mostrou com intensidade um pouco maior no gel con
tendo o extrato de cotilédones do tratamento com cicloeximi
da. Provavelmente isto ocorreu em fungao da inibigao da ban
da principal no extrato de cotilédones tratados com o inibi
dor, gue por sua vez representa grande parte da atividade to
"tal do extrato. Portanto, para que nos géis fossem aplica
das iguais quantidades de UA, aplicou-se nagquele do tratamen
to com cicloeximida um pouco mais das bandas secundarias, em
fungéo da inibig&o da banda principal, o qual foi detectado
apenas para o caso da banda secundaria de maior intensidade

(banda 1). Estes resultados concordam com aquele onde foram



FIGURA 23

-

Isoenzimas de RNase de extratos de cotilédones
do controle (a), tratados com agua destilada (b)
e com.solugéo de .cicloeximida 20 pg/ml {c), pro
venientes de plantulas de feij&o de corda pitia
ba com 6 dias de germinagao em solucao de NaCl
0,1 M. No 52 dia de germinagéo os cotilédones
do tratamento (b) foram pincelados com agua des
tilada e aqueles do tratamento (c¢) pincelados
com -cicloeximida 20 pg/ml. Em (A) foram apli-
cadas quantidades equivalentes de proteina, sen
do os nimeros de UA aplicados em (a), (b) e (¢},
respectivamente, iguais a 536, 700 e 423 e em
(B) foram aplicadas em cada gel 360 UA. Os nGme-
rosrsobre os picos (zonas de menores absorban-
cias) representam as bandas de isoenzimas de RNa
se, sendo gue aqueles entre parénteses indicam
as que ﬁéo foram visiveis nos géis por ocasiao
de seus desenhos. A barra vertical desenhada em
{a), corresponde a uma ASBO de 0,100, sendo es-
ta escala a mesma para os demais graficos. As
leituras de absorbancia foram feitas entre 19 e
20 horas apds os géis terem sido deixados em a-

agua destilada.
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aplicadas quantidades iguais de proteina, e sugerem que o prin
cipal efeito da cicloeximida foi causar uma inibicao na ativi

dade da banda principal.

Dos resultados apresentados, pode-se deduzir que a
inibigao na atividade ribonucleisica causada pela cicloeximi
da (Tabela V e Figura 21), deveu-se a uma redugéo na intensi
dade da banda principal, desde que a banda 1, gue aumentou um
pouco de intensidade com a germinagéo (Figuras 11 e 12), n3o
foi inibida pelo tratamento com a cicloeximida (FPigura 23}).
Pode-se também admitir que o grande aﬁmento de intensidade da
banda principal com a germinagao (Figuras 11 ¢ 12) seja dependente

do processo de sintese de proteina.

5. Radioatividade e atividade ribonuéleésica em fatias dos

géis apds eletroforese.

Embora os resultados dos experimentos com a cicldg
ximida sugiram que o aumento na atividade ribonucleasica com
a germinagéo seja dependente do processo de sintese proteica,
néo se pode afirmar com seguranca que a RNase seja sintetiza
da de novo. Na tentativa de elucidar a questao alguns experi
mentos com radiocisotopos foram realizados. Investigou-se a
possibilidade de incorporac%o de leucina-1-C-14 na ribonuclea
se como consequéncia do tratamento dos cotilédones de plantu
las intactas com o radioisStopo. Os resultados apresentados
na Figura 24, realizados com plantulas semeadas em solugao de
NaCl 0,1 M, revelaram a auséncia de picos de radioatividade,

gue possam sugerir significativa incorporacio da marcacaoc nas



FIGURA 24 - .Fracionamento do extrato de cotilédones de plan
tulas com 6 dias apds a semeadura em NaCl 0,1 M,
através de eletroforese em gel de poliacrilami-
da e posterior seccionamento dos géis em fatias
de 1 mm de espessura. O tempo de contagem da ra
dioatividade (@—®) nas amostras (fatias de 2
geis) foi de 10 min e a atividade ribonucleasi-
ca (AAZGG) determinada com 15 min (O--0) e 12h
(0—0) de reagao {amostras contendo fatias de
12 géis). As fatias foram numeradas em ordem
crescente a partir do topo do gel a 7% em acri-
lamida. As setas numeradas apontam os locais a
proximados das isoenzimas de RNase na curva de

atividade enzimatica.
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regiées do gel onde se localizam as isoenzimas de RNase, exce
to para o casc especifico da isoenzima correspondente a banda
5. Porém como esta isoenzima preexiste . na semente guiescen
te e diminui de intensidade com a germinagéo (Figuras 11 e
12), @ improvavel que tenha ocorrido uma incorporacéo de leu
cina marcada com C-14 em sua cadeia polipeptidica. Observou
se um baixo nivel de radioatividade justamente na regiao da
banda péincipal, a isoenzima provavelmente sintetizada de novoe
durante a germinagéo (Figura 24). Convém ressaltar que o re
sultado negativo observado néo se constitui em prova definiti
va de que a RNase nao seja sintetizada de nove. E possivel que
o] éiande aumento na intensidade da banda principal com a ger
hihéééo (Fiquras 11 € 12) envolva apenas a formagao de um bai
%o namero de moléculas, resuitando num acréscimo de moléculas
insuficiente para ser detectado através da técnica empregada.
ﬁm adigao a isso, pode ocorrer gue seja baixo o teor de leuci
na na cadeia polipeptidica da RNase o que ocasionaria um bai
xo nivel de incorporag&o da radicatividade na molécula. . Os
poucos dados existentes na literatura a esse respeito mostranm
a existéncia de uma variagao na composicao de aminoacidos nas
RNases, dificultando o esclarecimento da questéo. Enquanto
que na RNase bovina a leucina representa cerca de 1,6% do ni
mero total de residuos de aminiodcidos da molécula (MOORE &
-STEIw, 1973}, em milho (WILSON, 1967) e emcenteio {KULIGOWSKA
et al., 1980) ela representa cerca de 7,6 e 4,3% do total, res

pectivamente.
E conveniente mencionar que o resultado negativo ob
servado ndo foi consequéncia de um baixo nivel de radioativi

dade aplicada nos cotilédones. Varios outros experimentos fo
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ram realizados, ﬁéo 50 com;pléntulas semeadas em solugao sali
na, como também com agquelas semeadas em agua destilada nas quais
quaﬁﬁﬁbﬁe5wcmﬁbenmﬂsdo radioisOtopo foram aplicadas nos cotilédo
nes. De um modo geral, os resultados obtidos foram semelhan
tes aos da Figura 24, verificando-se, no entanto, um acrésci
mo em radiocatividade na fatia correspondente a frente conten
do o azul de bromofenol, a medida gue aumentava-se a radioati
vidade nos cotilédones (resultados nao apresentados). E ﬁcﬁ
sivel gue grande parte da radioatividade que saiu junto com o
azul de bromofenol, seja devido a presenga de leucina-1-C-14
livre, iﬁdicando aésta fgrma, sua disponibilidade para parti
cipar do proceséo de sintese de_proteina. Poftanto, o experi
mento da Figura 24, no quéi se usou o mais alto dosniveisteg
tados de Qadioétividade nos cotilédones, foi realizado em con
dicgoes pienas de dispohibilidade de leucina-1-C-14. Prova dis
to pode ser observaaa.na Figura 24; onde a fatia do gel de ma
iordnﬁméfo, qﬁe corresponde a regiéo onde se encontra a fren
te contendo o azul de brompfenol, apresentou valor de cpm 7,7
vezes malior do que aquele do maior pico de radioatividade, su
gerindo desta forma; a presenca do radioisotopo na forma 1i.

vre no extrato.

Em geral foi alta a recuperagéo da radioatividade
nos géis, tomando-se por base apenas a radiocatividade incorpo
rada em proteina. Prova disso foi obtida realizando-se expe
rimentos com extratos previamente purificados com sulfato de
amoénio, quando a recﬁperagéo da radioatividade incorporada em
proteina, determinada precipitando-se o extrato com TCA 5%, a

tingiu valor da ordem de 90% (resultados nao apresentados).

Convém salientar que alguns experimentos foram rea
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1izadoé nos quais a radioatividade nas fatias dos géis fol de
terminada por uma outra técnica desenvolvida por MOSS & INGRAM
{1965) . Neste caso, as fatias dos géis foram dissolvidas em
.H202 30% a 60°C por cerca de 8 horas, e as amostras liquidas
foram adicionadas ao coquetel de cintilagao contendo triton
X~-100 para contagem da radioatividade. Esta té&cnica, apesar
de mais.trabalhosa do que a descrita no Material e Métodos,

nao apresentou melhores resultados.

Os valores de AA260 das fatias dos géis representa
dos na Figura 24, permitiram uma melhor avaliacaoc a respeito
das atividades das isoenzimas de RNase do que aguela feita a

través dos desenhos esquematicos e graficos de A dos geis.

580
Como pode ser observado, o pico correspondente & banda princi
pal foi obtido a partir de valores de AR, 4 Para tempos de re
acdo de 15 min, enquanto gue os outros valores foram para tem
pos de 12 horas. Deste modo, pode-se deduzir que a banda prin
cipal, tem atividade enzimatica superiorlaquela das outras i
soenzimas, aproximadamente, da ordem de 50 vezes. Este resﬁl
tado concorda com as afirmagées feitas anteriormente de gue a

atividade da banda principal representava uma parcela muito

grande de toda a atividade do extrato.

Os ensaios de atividade ribonucleasica realizados
com as fatias dos géis revelaram a existéncia de picos de ati
vidade em regiées muito proximas daquelas correspondentes aos
valores médios de Re das bandas secundarias 2, 3 e 5, néb sen
do, todavia, evidenciada com clareza a existéncia de pico de
atividade corréspondente a banda 1 (Figura 24). No maximo, 0s
resultados sugeriram a presenca de um ombro préximo a regiao

onde se localiza a banda 1. Este resultado discorda daqueles
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apresenixidos nas Figuras 11 e 12, nos quais esta banda se mos
trou, no 79 dia apds a semeadura, como sendo, entre as secun
dérias, a de maior intensidade. E possivel, por conseguinte,
que o descoramento do gel na regi&o da banda 1, seja em gran
de parte devido ao "efeito proteina" apontado por JACOBSEN
(1980) o gual, por razées desconhecidas, néo foi evidenciado
nos experimentos com o sbs (Figuras 18 e 19). Em favor desta
hipétese estd o fato de, no 79 dia apds a semeadura, ser mui
“to alta a concentrag&o de proteina na regiao da banda 1 (Figu

ra 16).

A falta de simetria do pico correspondente a banda
6, sugere a_existéncia de uma outra isoenzima-de RNase conm Rf
préoximo a 0,90 (Figura 24). Experimentos semelhantes a este,
porém envolvendo o corte de apenas 1 gel, evidenciaram a pre
senca dessa isocenzima (resultados néo apresentados). Também u
sando-se extratos méis concentrados do que aqueles dos experi
mentos das Figuras 10; 11 e 12, esta iscenzima foi evidencia
da no gel corado com azul de toluidina (resultados naoc apresen

tados) .

6. Investigacao sobre as possiveis existéncias de uma protea-

se ativadora da RNase e de Eg:inibidor §§'eh2ima.

Embora os experimentos com o radioisétopo tenham a
presentado resultados negativos com relacdo a incorporacgao da
marcagao na RNase, os experimentos com cicloeximida mostraram
‘claramente, uma forte dependéncia entre o aumento de ativida
de da enzima com a germinacao e o processo de sintese de pro

teina (Tabelas III e V, Figuras 20 e 21). Por conseguinte,
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nao se pode descartar a hipdtese da existéncia de uma protea
se, que seria sintetizada de nove durante a germinagao, e que
ativaria a RNase preexistente na semente quiescente, suposta
mente numa forma inativa. £ evidente que a confirmacio desta
hipdtese explicaria a necessidade do processo de sintese pPYo
téica para que a atividade ribonucleisica aumentasse com a ger
minacao, independentemente'da sintese de novo da molécula en
zimatica. Existindo tal protease & provavel que seu nivel nos
cotilédones se apresente mais elevado nos dias 3 e 4 apos a se
meadura, periodo onde a atividade ribonucledsica no controle
se mostra com altos valores (Figuras 5 e 8). Com base nessas
consideragﬁes fez-se uma tentativa no sentido de testar a hi
potese de existéncia éa protease ativadora da RNase. Os extra
tos de cotilédones com alta atividade (39 e 49 dia) foram mis
turados com igual leume de um outro extrato de baixa ativida
de (19 dia), ou misturados entre si, sendo a mistura deixada
por varios tempos a 2500, a fim de que a referida protease pu
desse agir sobre a suposta forma inativa da RNase. Neste é§
perimento, o tampéo de extragéo teve seu pH elevado para 7,0,
de modo a se extrair uma maior quantidade de proteina. Os re’
sultados apresentados na Figdra 25 n§o revelaram aumentos sig
nificativos de atividade ribonucleasica nas misturas dos ex
tratos. Como pode ser notado, os valores de AA260 X h"I para
as misturas de extratos foram praticamente iguais a soma des
ses valores nos extratos individuais para todos os tempos tes
tados. Os resultados apresentados n&o confirmaram, por conse
guinte, a presenga da suposta protease ativadora da RNase, pe
lo menos, nas condigées empregadas. Os resultados, por outro

lado, demonstraram a grande estabilidade da RNase, que apds

24 horas a 250C, apresentou em média, 83% da atividade obser



FIGURA 25

Atividade ribonucleasica da mistura de extratos
(1) e soma dos valores de atividade dos
extratos isoladamente | ), em fungido do tem
po de incubacao a 25°%. o0s valores em (A), (B)
e {C) sao referentes, respecfivamente, a associ
acao dos extratos de cotilédones de plantulas
com1 e 3; 1Ted e 3 e 4 dias apos a semeadura
em agua destilada. Os valores de atividade to
tal dos extratos de cotilédones com 1, 3 e 4 di
as apOs a semeadura foram 428, 3019 e 3954 UA x

-1

cot X h—T, respectivamente. O0s valores repre

sentam médias de 3 ensaios.
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vada no tempo zefo (Figura 25). Varias podem ter sido as cau
sas pelas dguais néo se detectou a presenga da suposta protea
se. Dentre algumas pode-se citar: (1) qgue a protease n&o e
xiste; (2) que a protease néo € ativa em pH 7,0 e (3) que a
protease € muito instdvel e torna-se rapidamente inativa a
25°. Para um melhor esclarecimento da questdo, outras condi
gées de gxtrag&b e de incubagac da mistura dos extratos neces

sitam ser testadas.

__O comportamento decrescente da atividade ribonucle
é&sica em condigdes controle, a partir do 59 dia de germinacdo
(Figuras 5 e 8), permite aventar-se a possibilidade da existén
cia de um inibidor da enzima a partir deste dia. Pode-se tam
bém supor gue no tratamento salino este inibidor comeca a ser
formado somente depois do 79 dia apds a semeadura, ponto onde
a curva de atividade comega a decrescer (Figuras 5 e 8). Para
iﬁvestigar‘a possivel existéncia do suposto inibidor, extra
tos de cotilédones de alta atividade foram misturados com aque
les de baixa atividade (cotilédones de pléntulas com 7 e 9
dias de germinagao em agua destilada), conforme descrigéo na
Figura 26. Os resultados apresentados mostraram que os valo
res de atividade (AA, ., x h™') das misturas de extrato sao a
proximadamente iguais a soma dos valores de atividade dos ex
tratos isoladamente. Portanto, néo fol detectada a presenca
de inibidor de RNase nos extratos de cotilédones de 7 e 9 dias
de germinag¢ao em &gua destilada. Este resultado reforca a i
déié de gue a RNase apresenta "turnover®, expostaruadiscussao
dos resultados com a cicloeximida, quando o decréscimo na cur
Qa de atividade com a germinacéo foi explicado como sendo de

vido ao predominio do processo de degradacdo sobre o de sinte



FIGURA 26

Atividade ribonucleasica da mistura de extratos

(1)) e soma dos valores de  ativi
dade dos extratos isoladamente (Y ). Os va-

lores em (A) referem—se a associagéo dos extra-
tos de cotilédones de plantulas com 5 e 9 dias
de germinacao em agua destilada; em (B) com 7
dias de germinagéo em agua destilada e em solu-
caoc de NaCl 0,1 M e em (C) cém 9 dias de germi-
nacao em agua destilada e em solugéo de NaCl 0,1
M. Os valores de atividade total dos extratos
de cotilédones de 5, 7 e 9 dias de germinacao em
1 1

dgua foram 3665, 2005 e 1602 UA x cot  x h e

de 7 e 9 dias de germinacao em NaCl 0,1 M foram

1

5481 e 3309 UA x cot  x h“1, respectivamente.

Os valores representam meédias de 3 ensaios.
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se da enzima.

7. Caracterizacdc da isoenzima de RNase correspondente 3 ban-

da principal.

Grande parte desse estﬁdo foi realizado com © mes
mo extrato usado no experimento com o radioisdtopo (Figura 24),
onde foi observado que a atividade das bandas secundarias repre
sentava apenas uma parcela muito pequena da atividade total do
extrato. Desse modo, os resultados obtidos com o uso desse
extrato se aproximam bastante daqueles que seriam obtidos com
a enzima no estado puro. Somente em um caso, gue sera oportu

namente identificado, foi necessario o uso da enzima numa for

ma mais pura.

Alguns parametros foram analisados com a finalida
de de classificar a enzima em estudo, num dos tipos estabele
cidos por WILSON (1975), ou seja: RNase I, RNase II, nuclea
se I e exonuclease I. De acordo com o autor, as RNases sdoen
zimas capazes de hidrolisar o RNA, mas nao o DNA, enquanto que

as nucleases agem tanto sobre um como o outro.

7.1. Capacidade de hidrolisar o DNA.

Com a finalidade de determinar se a enzima em es
tudo era uma RNase ou nuclease, ensaios de atividade enzimati
ca foram realizados com o extrato bruto, tendo como substrato
O DNA desnaturado. Em paralelo, ensaios de atividade ribonu

cleasica foram realizados, nas mesmas condi¢des empregadas pa
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ra o ensaio ten&o como substrato o DNA. Os resultados apresen
tados na Tabela VII, mostraram total auséncia de atividade de
soxirribonucleasica, pelo menos em.condicées onde a atividade
- ribonucleasica foi alta. A enzima em estudo &, por conseguin
te, uma RNase e néo uma nuclease. A baixa sensibilidade ao
EDTA mostrado na Tabela VII & uma caracteristica geral apresen
tada pe;as RNases de plantas, ao contrario das nucleases que

sao fortemente inibidas (WILSON, 1975).

Por outro lado, o MgCl, inibiu cerca de 12% daati
vidade ribonucleasica ({Tabela VII), ?esultado que concorda com
os observados em trigo (CHEVRIER & SARHAN, 1980), arroz
(yokovaMa et al., 1982) e cha (IMAGAWA et al., 1982), onde tam
bém foram notados baixos niveis de inibigéo da RNase pelo 1ion
magnésio. H& casos, no entanto, como em centeio, onde a ativi
dade ribonucledsica foi fortemente inibida pek:N@Clé (KULIGOWSKA
et al., 1980) ou, como em ervilha, onde foi observado um esti

mulo na atividade da enzima (HIRAI & ASAHI, 1975).

7.2. Curva de pH em presenca e auséncia de KC1.

De acordo com WILSON (1963) a RNase I {antiga RNa
se A) de escutelo de milho apresenta curva de pH com otimo de
atividade no valor 5,8, gque muda para o valor 5,0 guando a cur
va € feita em presenga de KCl 0,16 M. Ja a RNase II (antiga
RNase B) nao sofre mudanga no valor do pH &timo pela presenca
de KCl, embora mostre um estimulo na atividade enzimatica
(WILSON, 1963). Em geral, as RNases I e II de plantas (prin
cipalmente de gramineas) apresentam Stimos de pHs nas faixas

de 5,0 a 6,0 e de 6,0 a 7,0, respectivamente (WILSON, 1975).
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TABELA VII - Atividade enzimi3tica de extratos de cotilédones
de plantulas de feijao de corda pititba com 6
dias de germinagéo em NaCl 0,1 M, com relagéo
aos substratos RNA e DNA, em presenca de MgCl2

e EDTA. Os valores representam médias de 3 en

sajos.
Composto adicionado ABycn X n~!
a mistura de reacgao r RNA DNA
Controle* ' _ 0,744 0,000
MgCl2 {69 mM) 0,654 0,000
EDTA (4 mM) 0,699 0,000

(*) Ensaio de atividade enzimatica em auséncia de MgCl, e EDTA.
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Tendo em vista estas consideragoes, curvas de pH em presenca
e auséncia de KC1l, foram realizadas com extratos de cotilédo
nes de feijdo, numa tentativa de classificar a RNase em estu

do num dos tipos proposto por WILSON (1975).

Para que o KCl alterasse prontamente a forga iéni
ca da mistura de reagao, e dal pudesse modificar a curva de
pH, © tampao de ensaio foi mudado para acetato~Na O,T'M. Co
mo pode ser observado na Figura 27, a enzima apresentou peque
na variacdo em atividade devido a presenca de Kcl; tendo, por
tanto, comportamento diferente das RNases I e IT de escutelo
de milho (WILSON, 1963). Por outro lado, o pH Otimo apresen
tou-se dentro da faixa estabelecida por WILSON (1975) para as

RNases I (Figura 27).

7.3. Identificagao dos produtos de hidrblise resultan-

tes da acao da RNase.

Tanto a RNase I como a RNase II hidrolisam o RNA
por uma reacgao de transferéhcia, produzindo os guatro 2':3'-
nucleotideos ciclicos (AMPCc, GMPc; CMPc, e UMPc)}. Todavia,
somente a RNase II & capaz de hidrolisar todos os nucleotide
os ciclicos, dando comgo produtos secundarios os 3'-nucleotide
os, enquanto a RNase I pode hidrolisar apenascxsnugleotideos
éiclicos das purinas (WILSON, 1975). Em busca de maiores in
.formacées acerca da enzima em estudo a fim de verificar a pos
sibilidade de inclui-la num dos tipos propostoe por  WILSON
(1975), foram determinados os produtos de hidrdlise resultan

tes de sua acao sobre o RNA.

A cromatografia no solvente I do hidrolisado de RNA

pelo extrato bruto durante 24 horas; provocou o aparecimento



FIGURA 27 - Curva de atividade ribonucleasica em funcao do
pH, em auséncia (0O—0O) e presenga de KCl 0,16 M
(0—®). O ensaio foi realizado com extrato de
cotilédones de plantulas de feijao de corda pi-
tifiba com 6 dias de germinagéo em NaCl 0,1 M. Os

valores representam médias de 3 ensaios.
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na placa de celulose, quando irradiada com luz ultravioleta,
de 3 manchas escuras (Figura 28 A). Tais manchas foram idqg'
tificadas como nucleosideos por meio de comparagac com  pa
drées de nucleosideos, e através da andlise dos produtos re
sultantes da hidrdlise da amostra com HCl 0,1 N por 30 min a
30°c. O tratamento com HCl & muito atil para diférencar . nucleo
sideos de nucleotideos ciclicos, pois alguns deles téem valo
res de ﬁf muito proximos neste sclvente. Os nucleosideos, ao
contrario dos nucleotideos ciclicos que sdo convertidos em
misturas de 2' e 3'-nucleotideos, néo sofrem modificaéées pe
lo tratamento com HC1 0,1 N. Como mostrado na Figura 28 A,
a cromatografia dos produtos de hidrdolise do RNAtxatadoscom
HC1 forneceu as mesmas 3 manchas anteriormente evidenciadas,
confirmando portaﬁto, que elas séo nucleosideos. A  mancha
com deslocamento mais veloz néo péde ser identificada compre
cisao, devido os nucleosideos da adenina e da uracila possui
rem iguais velocidades de migragéo no solvente usado havendo,
portanto, a possibilidade dela ser devida & presenca de um
dos dols nucleosideos ou de ambos. As duas outras manchas,
obviamente, séo os nucleoside§s da guanina e citosina (Figu
ra 28 A). Por outro lado, a cromatografia dos produtos de hi
drdlise do RNA resultantes da agéc da enzima extraida de uma
fatia de 1 mm de espessura do gel de poliacrilamida, locali
zada no centro da banda principal (enzima purificada) resul
tou também na formagao de 3 manchas, porém, nesse caso, iden
tificadas como sendo nucleotideos ciclicos e ndo nucleosi
deos (Figura 28 A). Como pode ser notado, a hidrdlise quinmi
ca pelo HCl da amostra contendo esses nucleotideos provocou

o desaparecimento das 3 manchas anteriormente evidenciadas e

em troca apareceu uma outra, proxima ao ponto de aplicacao



FIGURA 28

Cromatografia de camada delgada dos produtosde
hidrdlise do RNA no solvente I (A) e no solven
te ITI {B). Na amostra (a) o RNA foi hidrolisa
do pelo extrato bruto {(cotilédones de plantulas
de feijdo com 6 dias de germinagéo em NaCl 0,1
M) e na (b) pela isocenzima de RNase correspon
dente a banda principal. As amostras (c) e (d)
sao aquelas {(a) e (b) tratadas com HC1l 0,1 N,
respectivamente. Nomenclatura: A = adenina;

C = citosina; G = guanina e U = uracila.
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da amostra (Figuia 28 A). Essa mancha representa a nistura
dos 2' e 3'-nucleotideos formados pela hidrdlise acida dos
nucleotideos . ciclicos, os quais tém baixa mobilidade no sol
vente I. A mancha de mobilidade intermediéfia pode ser umdos
dois nucleotideos ciclicos das pirimidinas ou ambos (Figura
28 A), pois esses dois nucleotideos tém velocidades de migra

¢do muito proximas no solvente I, sendo portanto dificil de se

rem separados.

A cromatografia no solvente II do hidrolisado de RNA
pelo extﬁato bruto revelou a presenga de gquatro manchas de nu
cleosideos na placa de celulose (Figura 28 ). E dbvio, pqgh
tanto, gque a mancha dg nucleosideo de maior velocidade eviden
ciada no solvente I corresponde aos nucleosideos da adenina e
uracila. Também a cromatografia no solvente II do hidrolisa
do de RNA pela enzima purificada mostrou a existéncia de gua
tro manchas de nucleotlideos ciclicos, demonstrando que a man
cha de nucleotideo ciclico de velocidade intermediiria obser
vada no solvente I foi devida aos dois derivados das pirimiai
nas (Figura 28 B). Embora a cromatografia no solvente II te
nha sido muito Gtil na identificacdo de todos os nucleosideos
ou nucleotideos ciclicos, a identificacéo da mistura dos 2' e
3'-nucleotideos ndo pdde ser feita com muita clareza, pois a
mistura desses compostos provocou o aparecimento na placa de
manchas superpostas e de dificil reconhecimento (Figura 28 B).
A razdo disso deve-se ao fato da hidrdlise quimica dos quatro
nucleotideos ciclicos resultar numa mistura contendo 8 nucleo
tideos com o fostato na posigéo 2' ou 3', gue tem valores de
Rfs proximos sendo, consequentemente, dificil de serem separa

dos. Na Figura 28 B € indicada a posiclo aproximada desses nu
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cleotideos. Por outro lado, no solvente I, a mistura dos 2
e 3'-nucleotideos foi facil de ser identificada, pois formou
se apenas uma Unica mancha prdxima ao ponto de aplicagéo. Por
tanto, para uma melhor identificacao dos nucleotideos cicli

cos foi necessario o emprego dos dois sistemas de solventes.

O fato dos produtos de hidrdlise do RNA, pelo extra
to bruto, serem nucleocsideos e n%o nucleotideos ciclicos, co
mo era de se esperar para as RNases (WILSON, 1975} deve-se pro
vavelmente a presenca de fosfatases (ou nucleotidases) no ex
trato, gue hidrolisam o fosfato dos hucleotideosproéuzindoos
nucleosideos. Evidéncia disso foi obtida quando reduziu-se o
tempo de hidrolise do RNA pelo extrato bruto para 2 horas, sen

do nesse caso observado apenas a presenca dos nucleotideos ci

c¢licos na placa de celulose {resultados niao apresentados.)

As manchas corresPondentes‘aos nucleotideos cicli
cos das purinas apresentaram-se, de um modo geral, com inten
sidades maiores que as das pirimidinas (Figura 28 B). Este fa
to foi observado mesmo para tempos de hidrdlise pequenos, .og
de o RNA nao havia sido totalmente digerido, sugerindo, por
tanto, uma maior preferé@ncia da RNase em hidrolisar ligacgoes
fosfodiéster do RNA entre nucleotideos derivados das puriﬁas.
De acordo com WILSON (1975) as RNases liberam os nucleotideos
das purinas mais rapidamente que os da pirimidina. £ possi
vel, no entanto, que a preferéncia em liberar os nucleotideos
das purinas seja apenas devido a uma maior proporcgac deles na
estrutura do RNA empregado no ensaio, do que propriamente a
uma maior especificidade por esses nucleotideos. Para escla
recimento da questdo informacdes acerca da estrutura do RNA

sdo necessarias.
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Nao observou-se a presenca de 3'-nucleotideos nas
cromatografias dos hidrolisados enzimdticos do RNA (Figura 28).
Portanto, a RNase em estudo nao formou os produtos secundirios

~apontados por WILSON (1975) como caracteristicos das RNases I

e II.



IV - DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

No presente estudo, utilizando-se sementes do fei
jéo de corda pitifiba (Vigna unguicufata (L.) Walp), foi veri
ficado gue a presenca de NaCl no meio de germinacao reduziu a
absorcao de agua pelas pléntulas e inibiu a mobilizacao e/ou
o transporte das reservas cotiledonarias para o eixo embriona
rio, sugerindo serem tais efeitos os responsaveis pela forte
redugao no crescimento (Figuras 1, 2,l3, 6 e 7). Efeitos se
melhantes, porém ligeiramente mais intensos, foram observados
guando as sementes foram semeadas em solugéo de manitol, ten
do o mesmo potencial da agua que aquele da solucéockaNaCl(Fi_
guras 1, 2, 3, 6 e 7). Este fato sugere que o estresse hidri
co (um dos componentes do estresse salino) imposto pelo NaCl
foi, provavelmente, o principal fator relacionado com a inibi
gao do crescimento. Resultados semelhantes foram observados
por outros autores gquando estudaram os efeitos do NaCl eekamg
nitol na germinacao de sementes e/ou no desenvolvimento das
plantulas (UHVITS, 1946; PRISCO & O'LEARY, 1970a; PRISCO &
VIEIRA, 1976; MACHADO et al., 1976; SHEORAN & GARG, 1978;
CASTRO, 1982; GOMES FILHO et al., 1983; KAWA_SAKI et al.,

1983).

Pode~se supor que o efeito inibitdrio do NaCl, 4in
vivo, sobre a atividade ribonucleasica nos primeiros dias de
germinagéo (Figuras 5 e 8}, contribuiu, pelo menos em parte,
para a inibicado do processo germinativo. Em apoio a esta idé

~ia, foi observado em Vigna sinensis (VIEIRA, 1975) e em Vigna

ungudiculata (GOMES FILHO et al., 1983) que o NaCl, ao inibir
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a atividade ribonucleasica nos cotilédones, causava, simulta
neamente, uma inibigéo na mobilizagéo do RNA. E possivel, em
consequéncia disso, que menos nucleotideos sejam translocados
para o eixo embrionario, local onde provavelmente sdo utiliza
dos para dar origem a outros RNAs. Portanto, uma inibig¢ao na
atividade da RNase nos cotilédones pode afetér 0 processo de
sintese protéica no eixo embrionario e, desta forma, causar u
ma inibigéo no crescimento da pléntula. Por outro lado, nao
se pode descartar a possibilidade do aumento de atividade da
RNase ser uma consequéncia, e nao um dos fatores necessarios
para gue 0O processco germinativo ocorra. Desta forma o sal, ao
inibir o processo germinativo, poderia retardar o aumento da

atividade desta enzima.

0 fato da atividade ribonucleasica no tratamento sa
lino nao ter diferido dagquela no tratamento com manitol, até
o 32 dia apOs a semeadura (Figuras 5 e 8), sugere gue a inibi
¢do observada na atividade da RNase neste perlodo deveu-se,
principalmente, ao componente osmotico do estresse salino. To
davia, como depeois deste dia a atividade ribonucleésicaruatrg
tamento salino se mostrou muito superior dgquela no tratamento
com manitol, pode-se pensar na existéncia de um.efeito especi
fico do sal no interior da célula (Figuras 5 e 8). £ conveni
ente ressaltar gque neste mesmo periodo as diferencas em cres
cimento das plantulas nos dois tratamentos foram relativamen
te pequenas (Figura 6). Neste caso, fica descartada a possi
bilidade do aumentoc na atividade da RNase ser devida a outros
fatores, que nao aquele especifico do sal. Entretanto, pare
ce que este alto nivel de atividade da RNase nos cotiledones
néo foi capaz de superar os efeitos inibitdrios da salinidade

nos primeiros dias de germinagao. Embora, aparentemente, es



120
se alto nivel da RNase nos 6rg§os de reserva favoreca uma me
lhor mobilizagéo do RNA, tai fato nao foi evidenciado por GO
MES FILHO et al. (1983). Esta observagao parece reforgar a
duvida levantada anteriormente gquanto ao papel desempenhado
por esta enzima no processo germinativo e sugere que a RNase
e o RNA.estéo localizados, pelo menos parcialmente} em compar
timentos diferentes. De acordo com WILSON (1982), é possivel
mas ainéa nao provado, que as nucleases estejam localizadasem

compartimentos tais como o vaclolo e os corpos protéicos.

Uma analise mais profunda da questéo requer informa
gées adicionais acerca do que acontece com a atividade da RNa
se em outras partes da plantula em condicgdes de salinidade. E
possivel, por exemplo; gue nos tecidos em crescimento a ativi
dade da RNase tambem aumente e, neste caso, possa prejudicar
0 processo de sintese protéica por favorecer a destruicio dos
RNAs. A esse respeito, SHEORAN & GARG (1978} observaram que,
até o 49 dia de germinagéo em presenca de NaCl, enquanto gue
nos cotilédones, a atividade dessa enzima se encontrava forte
mente inibida, e cbviamente mobilizando menos RNA, no eixo em
brionario e folhas primarias ela apresentava niveis de ativi
dade mais elevados gque o© conﬁxole, numa condigdao que também
concorre para a redug¢aoc no crescimento do drgdo. Infelizmen-—
te o estudo feito por esses autores foi realizado apenas no pe
riodo em gue a atividade da RNase nos cotilédones se encontra
va inibida pela salinidade, impossibilitando uma melhor anali
se da hipoOtese aqui exposta, de que as vantagens do altonivel
da RNase nos cotilédones poderiam ser sobrepujadas pelos ele
vados niveis da enzima nos tecidos em crescimento. Aumentos
de atividade ribonucleasica nas folhas como c¢consequéncia da

salinidade também foram observados por ARAD & RICHMOND (1973)
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em plantulas de Hoadeum vyulganre.

Um comportamento semelhante ac agqui encontrado para

a RNase foi também observado para as enzimas o e B-amilases de

cotilédones de Vigna unguiculata provenienteé dep&éntulasgeg
minadas em presenca de NaCl (PRISCO et al., 1981). Esses au
tores observaram gque as amilases eram inibidas pelo sal até
por volta do 5?9 dia de germinagao, porém a partir dai o sal
estimulava as atividades dessas enzimas. Além disso, da mes
-ma forma que para o caso da RNase, o aumento de atividade des

sas enzimas nao favoreceu uma melhor mobilizacao do amido.

Pelo menos 6 bandas de isoenzimas de RNase foramevi
denciadas nos extratos de cotilédones de feijao durante a ger
minacao (Figura 10). As de menores intensidades (bandas secun
darias) tenderam a desaparecer com a germinagao, enquanto que
uma delas, praticamente inexistente na semente guiescente, au
mentou fortemente de intensidade com a germinagéo (banda prin
cipal). Comportamento semelhante a este foil observado para as
isoenzimas de RNase de cotilédones de Vigna radiata (CHAPPELL
et al., 1980}, citado por WILSON {1982). A presenca de isoen
zimas de RNase em sementes e/ou enm 6rg§os de reserva durante’
a germinac¢ao foi também evidenciada por outros autores em Zea.
mays (WILSON, 1969, 1971), Pisum satfivum (BRYANT et al., 1976b)
Phasteolus aureus (JACOBSEN, 1980) e em Hoadeum vulgare
(PIETRZAK et al., 1980). Embora em nenhum desses casos tenha
sido evidenciada alguma fungéo especifica para cada uma dessas
isocenzimas isoladamente, WILSON (1975) apontou aexistencia de
diferentes modos de acdo enzimitica entre elas, o que sugere

que tenham significado bioldgico.

0 efeito inibitdrio do NaCl sobre a atividade ribo



122

nucleasica nos primeiros dias de germinacio, observado nas Fi
guras 5 e 8, foi decorrente da reducao de atividade da isoen
zima corre5pondeﬁte a banda principal (Figuras 10, 11 e 12).
Por outro lado, os altos niveis de atividade evidenciados nos
dias 7 e 9 de germinagéo sob condigées de salinidade (Figuras
5 e 8) foram devidos, principalmente, aos aumentos de ativida
de dessa mesma isocenzima {Figuras 10, 11 e 12). Os resultados
sobre os.efeitos do NaCl nas isocenzimas de RNase mostram que
este sal causa apenas modificagaes nas intensidades de suas
bandas, especialmente na daquela correspondente a banda prin
cipal, nao tendo sido observado, portanto, quaisquer altera
¢des gquanto ao numero de bandas de isoenzimas nos extratos de

cotilédones. ‘

Em um estudo semelhante a este, porem relacionado
com a mobilizacdo de amido nos cotilédones de Vigna unguicula
ta, (CASTRO, 1982) observou que a salinidade n3do provocou o
aparecimento de nenhuma nova forma de isoenzima de amilases ou
de fosforilases, no que diz respeito a mobilidade eletroforé
tica. A autora sugere que o NaCl apenas causou uma diminuicao
na provavel sintese de nove de algumas das isoenzimas de o -a

milase.

Por outro lado, alteragées nao apenas guantitativas
mas também qualitativas nas isoenzimas de RNase de plantulas
de Vigna sinensis, foram observadas por KAPOOR & SACHAR (1976),
porém resultantes da presenca de Gaq {adcido giberélico)} e AMPc
(3':5'-adenosina~-monofosfato—-ciclico) no meio de germinagéo.
Esses autores verificaram que o estimulo na atividade ribonu
cleasica causado por esses compostos foi acompanhado, néo s6

por um aumento nas intensidades de algumas das isoenzimas, mas
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também pelo surgimento de outras.

Nao foram observadas diferencas gqualitativas entre as
isoenzimas de RNase de extratos de cotilédones dos tratamentos
salino e com manitel (Figura 17}, provenientes de plantulas no
79 dia apds a semeadura, ponto onde foi maior a diferenca en
tre os valores de atividade nos dois tratamentos (Figuras 5 e
8). A principal diferenca observada foi apenas quanto d inten
sidade da isocenzima correspondente a banda principal, gque se
mostrou muito maior no tratamento salino, confirmando ser o e
feito especifico do sal o de causar apenas um estimulo na ati

vidade dessa isoenzima.

Os resultados dos experimentos com cicloeximida (Ta
belas IIT e V, Figuras 20 e 21) mostraram claramente que o aumen
to da atividade ribonucleasica durante a germinacao foi depen
dente em grande parte do processo de sintese protéica. Embora
alguns autores (BENNETT & CHRISPEELS, 1972; BRYANT et al.,
1976a, 1976b; KAPOOR et al., 1976) tenham também observado ser
o aumento da atividade da RNase total ou parcialmente dependen
te da sintese de novo de proteinas, os experimentos por eles
realizados foram conduzidos Qeixando—se asPléntulasgerminarém
durante todo o tempo em presenca do inibidor de sintese protel
ca. O inconveniente disto estd no fato agui evidenciado, de
que nestas condi¢des o crescimento das plantulas ter se apresen
tado fortemente reduéido, deixando, portanto, duvidas sobre o
efeito observado na enzima ser apenas uma decorreéncia do retar
damento no processo germinativo. No nosso caso, o experimento
foi conduzido de tal modo que o efeito foi observado sobre a
RNase, sem que se tivessem notado alteragdes importantes no

crescimento das plantulas causadas pelo inibidor.
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‘Emkconsequéncia do tratamento aos cotilédones com a
cicloéximida, observou-se uma re&ugéo na intensidade da isoen
zima correspondente d banda principal, sugerindo, dessa forma,
que ¢ aumento de atividade dessa iscenzima durante a germiné
cao € dependente do processo de sintese protéica (Figura 22).
Efeito semelhante da cicloeximida sobre uma das duas isoenzi
mas de RNase, presentes nos cotilédones de ervilha no 59 dia

de germinagdo, foi evidenciado por BRYANT et al. (1976b).

0 fato do aumento da atividade ribonucleésica com a
germinacao depender do processo de sintese protéica nio impli
ca, necessariamente, que ocorra sintese de novo da molécula da
enzima. E possivel que a enzima preexista na semente quiescen
te numa forma inativa, e gue durante a germinagéo seja sinte
tizada de novo uma prdtease que a ativaria. Entretanto, osex
perimentos realizados incubando;se extratos de alta atividade
com aqueles de baixa atividade néo evidenciaram a presenca des
sa suposta enzima (Figura 25). Do mesmo modo, os experimentos
onde foram misturados extratos de baixa atividade, oriundos de
cotilédones de 7 e 9 dias de germinacdo em dgua destilada, com
aqueles de alta atividade (Figura 26), também ndo revelaram a
presenca do inibidor da RNase, supostamente responsavel pelo
decréscimo nas curvas de atividades (Figuras 5 e 8). Este fa
to concorda com a idéia de que a RNase apresenta "turnover"”
sendo, portanto, provavel que o decréscimo nos valores de ati
vidade da curva no controle apds o 59 dia de germinagdo, pos
sa‘'-ser melhor explicado como devido ao predominio do processo
de degradacao sobre o de sintese, e nio como sendo devido & u
ma simples interrupgac do processo de sintese. Em apdio a es

ta idéia, SACHER et 3%. {1975) demonstraram a existéncia do
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processo de "turnover" para o caso da RNase induzida por injd

ria mecanica nos tecidos de nabo.

Embora os experimentos realizados com o radioiséto
po nao tenham revelado incorporagao de maxcagao na isoenzima
de RNase correspondente a banda principal (Figura 24), isto nao
se constitul em prova de que ela néo seja sintetizada de novo
durante a germinacao. Pode acontecer que o aumento de ativi
dade dessa isoenzima com a germinacgdo seja consequénqia.mxmas
da formacdo de um baixo nﬁhero de moléculas, e/ou que o teor
de leucina na cadeia §01ipéptidica seja baixo, de modo gue o
nivel de radioatividade incorporada na molécula tenha sidomui

to baixo para ser detectado pela técnica empregada.

v

Mesmo ndo tendo sido detectada incorporacao de marca
¢dao na molécula de RNase, os resultados dos experimentos com
cicloeximida, juntamente com aquele onde néo foi evidenciado
a presenca da suposta protéase ativadora da RNase, sugeremser
o aunento de atividade ribonucleasica com a germinagéo devido
3 sintese de nove da enzima. & provavel, por conseguinte,qﬁe
a isocenzima correspondenfe a banda principal seja sintetizada
de novo, pois esta isoenzima foi a uUnica a ser inibida pelaci
cloeximida, além de répresentar quase toda a atividade do ex
trato de cotilédones no 69 dia de germinagéo no sal (Figura

24), um dos dias onde a atividade €& mais alta (Figuras 5 e8).

Os resultados apresentados nas Figuras 5 e 8 suge
rem, portanto, gue a salinidade inibe a sintese de nove da
RNase nos primeiros dias de germinacao, periodo onde predomi
' na o fator osmético do estresse salino na enzima, e gue esti
mula sua sintese ﬁos tltimos dias do periodo estudado, onde se

destaca o efeito especifico do sal, decorrente, possivelmente,
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do excesso de ions no interior das células.

Os resultados apresentados sobreeacaracterizacéo da
RNase de cotilédones de feijéo (Tabela VII, Figuras 27 e 28)
sao suficientes para classifici-la como uma RNase "verdadei
ra", no sentido dela nao ser capaz de agir sobre o DNA. Por
outro lado, néo é yossivel incluir a RNase em estudo num dos
tipos proposto por WILSON (1975), pois, embora a enzima tenha
apresenﬁado propriedades de RNase I (6timo de pH), o KCl néo
foi capaz de alterar significativamente a curva de pH, uma ou
tra caracteristica da RNase I apontada por WILSON (1963). Por
outro lado, apesar de formar os nucleotideos ciclicos, carac
teristica comum aos dois tipos de RNases, néo observou-se, pe
lo menos no tempo maximo de hidrdlise testado (24 horas), a
formagéo de produtos secundarios do tipo 3'~nucleotideos, apon
tados por WILSON (1975) como comuns 3s RNases. £ importante
ressaltar, no entanto, que a maior parte das referéncias _uti
lizadas por WILSON (1975) para estabelecer sua classificacao,
séo provenientes de trabalhos realizados com,pléntas perten
centes a familia das gxamineas; que obviamente apresentam di

ferencas com relacao as das leguminosas.



V - RESUMO

O presente estudo trata da acdo do NaCl e do manitol
como substancias com propriedades idnicas e osmoticas sobre opro
cesso germinativo e na atividade ribonucledsica, em sementes de fei
jao de corda pitilba (Vigna ungudlculata (L.) Walp), tendo sido
dado um enfoque especial aos efeitos do sal nas isoenzimas de
RNase. Investigou-se, também, se o aumento de atividade ribo
nucleasica com a germinagéo era devido a uma sintese de novo

da enzima ou a sua ativacao.

Determinou-se o efeito do NaCl e do manitol no pro
cesso germinativo através das medidas de peso fresco e seco dos
cotilédones, do sistema radicular e da parte aérea, e de cog'
?rimento da raiz princibal e da parte aérea de pliantulas prove
nientes de sementes semeadas em agua destilada (tratamento con
trole), e em solugdes isosmoticas (-4,6 bar) de NaCl {tratamen
to salino) e de manitol (tratamento osmotico). Os resultados
apresentados sugerem gue a presenca de NaCl ou de manitol no
meio de germinacdo inibe a mobilizacdo e/ou o transporte das
reservas cotiledonarias para as outras partes da plantula, cau

sando, em consequéncia, uma reducdo no crescimento.

Estudou-se o efeito do NaCl e do manitol na ativida
de ribonucleasica em extratos de cotilédones de plantulas dos
tratamentos controle, salino e com manitol. Verificou-se que
tanto o NaCl como o manitol inibiram a atividade da RNase duran
te os primeiros dias de germinacio, porém, nos idltimos dias do
periodo de germinagdc estudado, observou-se um estimﬁlo na ati
vidade da RNase, que pareceu ter ocorrido em consequéncia de

um efeito especifico do NaCl no interior das células.
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Determinaram;se as isoenzimas de RNase através de e
letroforese em gel de poliacrilamida em extratos decotilé&ones
de plantulas dos 3 tratamentos. Os padrdes de isoenzimas de
RNase nos tratamentos contrele e salino foram determinados ao
longo do processo germinativo, engquanto que agquele no manitol
foi determinado apenas no 7¢ dia de germinagdao. Pelo menos 6
bandas de‘isoenzimas de RNase foram evidenciadas nos geis.
Uma aessés bandas, praticamente inexistente nos extratos de se
mentes quiescentes, aumenta muito de intensidade com a germina
c¢do (banda principal), engquanto que as outras,presentesﬁestes
extratos, sao de intensidades muito baixas (bandas - secundarias)
e apresentam tendéncia de se tornarem com intensidades menores
ou de desaparecerem com a germinacao. Os resultados sugerem
que a atividade da banda principal durante a germinacdo repre
senta quase toda a atividade do extrato. O estresse causado pe
lo manitol ou NaCl néo provocou ¢ aparecimento de novas formas
de isoenzimas de RNase, sendo detectadas apenas algumas modifi
cacbes em suas intensidades, especialmente na daquela corres
pondente a banda principal. O efeito observado sobre esta iso
enzima foi muito semelhante aquele verificado para a atividade

ribonucleasica no extrato bruto.

O tratamento dos cotilédones com cicloeximida inibiu
o] aumentd da atividade ribonucleasica com a germinac¢ao, princi
palmente porgue inibiu © aumento de intensidade da isoenzima
correspondente a banda principal. Embora ndo tenha sido detec
tada incorporacao de leucina-1-C-14 na molécula dessa isoenzima,
o insucesso na tentativa de se encontrar um ativador da enzi
ma, através da incubag¢do de extratos de alta atividade com a

queles de baixa atividade, sugere que essa isoenzima € sinteti

zada de nove durante a germinacao.
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Sugerewée entdo que a salinidade inibe a sintese de
nove da isoenzima de RNase correspondente 3@ banda principal no
inicio do processo germinativo, justamente na fase em que pre
domina o componente hidrico do estresse saliho, e gue estimula
a sua sintese, naquela fase em que predomina o efeito especifi

co (ionico) do sal.

A enzima em estudo & uma RNase e ndc uma nuclease,
pois observou-se total auséncia de atividade desoxirribonucleé
sica dos extratos, em condicgoes de ensaio onde foi alta a ati
vidade ribonucleasica. Cuxvas de pH em presenca e auséncia de
KCl, e identificacao dos produtos de hidrdlise resultantes da
acdo da RNase sobre o RNA, foram realizadas no sentido de clas
sificar a enzima em estudo num dos tipos propostos por WILSON
(1975). A enzima nao apresentou as caracteristicasneceésérias
para que pudesse ser considerada como do tipo RNase I ou RNase

Ir.



VI - SUMMARY

{(EFFECTS OF SALINITY ON RIBONUCLEASE ACTIVITY OF COTYLEDONS OF

Vigna ungudcufata (L) WALP CV PITIUBA DURING GERMINATION)

The present study concerns the action of NaCl and
mannitol on the process of germination and RNase activity, in
seeds of cowpea (Vigna ungudlculata L. Walp) cv pitifiba, with
special attention to the effect of salt on RNase isoenzymes.
An in&estigation was also carried out to explain whether the
increase 1in RNase activity during germination was due to de

novo protein synthesis or enzyme activation.

The effect of salt and mannitol on the process of
germination was evaluated through fiesh and dry weight
measurements of the cotyledons, roots and aerial parts, as well
as the lengths of the main root and aerial parts, of seedlings
grown in water ({(control} and iso-osmotic solutions (-4.6 ba?)
of NaCl (salt treatment) and mannitol (osmotic treatment!. The
results suggest that the presence of salt or mannitol during
germination inhibits the mobilization and/or transport of the
cotyledonary reserves to other parts of the seedlings,resulting

in a reduction of growth.

The effect of NaCl and mannitol was studied on the
activity of RNase in cotyledon extracts of seedlings. It was
found that both salt and mannitol inhibited RNase activity over
the first few days of germination, but at later stages NaCl
caused a marked increase in RNase activity whereas mannitol did

not. This suggests a specific effect of NaCl within the cell.
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An investigation of RNase isoenzymes was made by
polyacrylamide gel electrophoresis of cotyledon extracts of
all three treatments. The RNase isoenzyme patterns in the
control and salt treatment were determined throughout
germination, whereas for mannitol this was determined on the
7th day only. At least 6 bands of RNase activity could be
detected in the gels. One the these bands, virtually absent
in the éeeds before germination increased tremendously . during
germination ("main band")}, whereas the others were of low
intensity ("secondary bands"} and tended to diminish or ‘even
disappear during germination; The data suggest that the main
band represents virtually all the RNase activity that appears
during germination. The stress caused by NaCl or mannitol did
not lead to the appearance of any new bands; only modifications
in intensity of existing bands were observed, especially with
the main one. The effect on this band was very similar to

that seen for total RNase activity of the crude extract.

Treatment of the cotyledons with cycloheximide
inhibited the increase in RNase activity occurring during
germination, principally through an effect on the main band.
Although it was not possible to demonstrate the incorporation
of 14C-—leucine in the main iscenzyme molecule, the failure to
detect an enzyme activator by mixing high and low activity
extracts suggests that this main isoenzyme is synthesized de

novo during germination.

It is suggested that salinity inhibits the de novo
synthesis of the main RNase isoenzyme during the initial stages
of germination, when the osmotic  effect of salinity
predominates, and that it stimulates its synthesis at later

stages when a specific (non-osmotic) effect of salt
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predominates.

The enzyme under study was shown to be a true RNase
and not a nuclease, since no DNase activity could be detected.
Identification of the RNA hydrolysis products of the enzyme
and pH curves in the presence and absence of XKCl1 were
conducted in order to classify the enzyme according to WILSON
(1975) .'_ However, the enzyme did not present the necessary
characteristics for it to be considered as a RNase I or RNase

IT type.
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VIT - ABREVIATURAS

absorbancia medida em 260 nm.

diferenca de absorbancia medida em 260 nm.
absorbancia medida em 580 nm.

diferenga minima significativa.

acido desoxirribonucléico.

acido etilenodiaminotetracético.

acido 2 (N-morfolino) etanosulfdnico.
1,4~bis [2~(4 metil-5-feniloxazolil)]-benzeno.
difeniloxazole.

mobilidade eletroforética ou cromatografica.
acido ribonucléico.

ribonuclease.

s6dio dodecil sulfato.

acido tricloroacético.

tris- (hidroximetil) aminometano.

unidade de atividade.

potencial da agua.
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