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INTRODUCAO

As sementes, caracltepisticamente, apragaentan
quantidades de regervas de metahllitos suficientes para

de crescimento e

suprir a plantula durante a fase inicial
desenvolvimento, ate que esta, come planta fotossintetica
mente autotrolica, torne~se apta

prio alimento. Tais reservas

-, o [l
postos de lipldeocs, proteinas,

(DLACK, 1878),

organicos e varios compos
Dentre estas, as proteinas constituen o fator limitante

em termos de valoy nutricional para alimentagac humana e
animal, decorrvente da carencia de alguns aninodcido

egsgenciails (KAUL et al., 1970G). Bate problema  tem ge-
rado grande interesgse no campo da pesquisa, quando se sa-
be que cerca Jde 70% do proteinag consumida pelo hopen e de

origem vegetal (KAUL, 1973) evidenciando-se, portanto, a

importancia da semente de plantas cultivadas como fonte

(19737,

de alimento (BLACK, 19787, Segurddo
os cepreals contribuem com cerca d

com 18% no fornecimento de proteinas para fins alimentl-

cios a nivel mundial. Pobora o toor
consideravelmente alto nas leguminosas, quande comparado

L) ¢ it
com Og o ceredls, sud p[’b(tdji'; ainda ¢ relativamente baixa.

Os cereais sao, de um modo geral, deficientes no



aminodeido essencial lisina (NELSON, 1969), contrastando
asgim com as leguminosas, onde o tecr de lisina € geral-
mente alto. Por outre lado, as leguminosas sao carentes
no amincacido metionina, enquanto que os cereals contem
niveis mais elevados deste aminodcideo (ECCUM, 1968), Por

. - « - “ o
este motive, as proteinas de cereals € Leguminosas Tem

mutuanente um efeito suplementar em Termes de aminoacdi-

0 proceszso de desenvolvimento da semente envolve

« “ - © o
a sintese de muitas protelnas como as enzimas que particl

- e . Y 1 - - .y o N =] P
sam do metabelismo celular 2 ag chamadas proteinas de pe-
S52TVa. Nas plantas cultivadas de meo”xwmcid coonomnioda,
destaca-se a semente como o orgac que apresenta malor con

.. o . . e YN . - . I T [P
centragao de proteina. Por exemplo, sementes maduras de

. -
leguminosas gevalmente apresentam teores de profeina =5

torno de 25 a 30% (EVANS e GRIDLEY, 197%), em certes ca-

sos chegando a atingir ate 50%, come a soja

1969).

0 actmule de proteinas em sementes

W o+ -
no de 1 a 4 mg por dia, num periodo de aproximadamenta

25 & 35% do tempo necessario para a malturagan dag

T ‘QTM"‘U I S

tes, como fol constatado em Pisum sativum (BLEVE]

pQUhSONy L 7”’ gA%HA € ﬁh;?hléﬁ i$?5}§ P?“%m arvenae

(FLINN e PATE, 1968}, Vieia feba (MILLERD et «l., 18714



WRIGHT e BOULTER, 1872), Zea maye (MURPHY e DALEY, 1971)
e soja (HILL e BREINDENBACH, 1874}, Nessa fase de acﬁmﬁ
lo de ppot@fma, as sementes necessitam de um grande supril

bl

mento de nitrogeénio. Esge nitrogeni

fornecido pelas
valzes e folhas, e € transportado atpavés do xilema &
floema para os frutos (PATE, 1973 LEWIS = PATE, 1973).
A producac das sementes depende em grande parte,

ciencia do processo onde partes vegetativas da planta con

tribuem com nutrientes para o desenvelvimento dos  frutos

(MORI, 19817,

A principal forma de nitrogénio utilizada  pela
planta € o nitrato, o qual & absorvido do solo pelo siste
ma radicular. Emtr@tantcy‘@sﬁa forma de nitrogénic nao
pode ser utilizada pelag sementes, uma vez que estag 8ao
incapazes de reduzir nitrate (SCHLISTER, 1877, MORL,
1681). O orgac reconhecide como o sgitio de redugdo e
assimilacac de nitrato em muitas plantas & a folha (BEE-
YIRS, 1876), embora as valzes contribuam de uma maneira
significante em algumas espécies. A contribuicao das
raizes parece estar ligada a sua capacidade de reduzir

nitrato, de modo que, quando esta capacidade for ultrapas

oo

sada, o excesso e translocado atraves do #ilema para sep

veduzideo na folha (PATE et ol., 19740,

vma fonte importante de nitrogenio para a plan



palmente para aquelas espécies adaptadas & solos  édcidos
ricos em matéria orgénica, cnde a amonia parece ser a for
ma principal de nitrogenio disponivel (PATE et al., 1974),
Porém, esta forma de nit trogenic nao se encontra nas vias
de transgporte da planta, mesmo que sele cultivada em pre-
senga de altos niveis de amdnia (IVANKOYV e INGVERSEN,

19713, Iste sugere que, embora a capacidade da valy  em
reduzir nitrato sela limitada, a assimilacio da amonia
nao & (WALLACE e PATL, 1967). Provavelmente um siste-
ma eficiente torna-se necessiric na raiz para prevenin

o

reagtes toxicas da amonia.

v 3 o . o -
Outpa forma de nitrogeénio disponivel a planta &
o nitrogenio atmosferico, e apenas as especies gue formam

doras de nitro-

associactes simbidticas com bactérias
génic sio capazes de aproveitd-lo (PATE et al., 1969y,

Wy e

Un exemple importante deste € a associacao Rhtzobium - Le
guminogae. A fixagao do nitrogenio atmosférico neste
sistema envolve, também, a reducao do nitrogenio para gmﬁ
nia que, por sua vez, ¢ rapidamente assimilado na  forma

..... Lo

oprganica pelos tecidos do nodulo, os guais seao consideva-

dos como o sitio de fiwacao de nitrogenic (3COTT et al.,

1876},

Alem dos produtos de redugdo e assimilacao do ni

contan oom  nie

trogenio inorganico, a semente pode ai:

it

trogenio reduzido na forma de aminoacidos, proveniente da




i
fud

degradagao de proteinas em orgios senescentes., Durante
a senesceéncia folilar, por exemplo, ocorre uma quebra, vﬁp&
da da proteina (PETLRSON e HUPFAXER, 1975; FELLER gt al.,
19773 STOREY e BEEVERS, 19773 IHOMAS, 1978) e, concomi-
tentemente, um aumento na concentragac de aninodcidos no
floema (HALL e BAKER, 1972; PATE et al., 1974 VAN DTE
et al., 1875). A corvelageo entre degradagio de protel
na e a formagac de asparagina em folhas, ol notada pela
primeira vez por MIYACHI (1897, <n LEA e MIFLIN, 19807,
Outres trabalbes mostram que oCorre uma sucessan de vea-

e

rina com formacgac  de

goes envolvendo a degradacgdc de pro

I

glutamina, asparagina e finalmente amonia (YEMM e WILLIG,

-

19567, Isto significa que, provavelmente, estes compos

o L

tos sejan os produtos principals da degradacio de protei-
na, og quais saoc transportados através do floema das  fo-

ihas para os frutos em desenvolvimente {(THOMAS, 1878},

Os produtos da redugac e assimilacio do nitpogés
g i

nio inorganico sao transportados para o frubo na forma
AT S R A . o B L I T E— S e
QIEganlcad, Sall wlo das raive S dan LOLNds atraven Oas vias
de transporte seja do xilema ocu do floama (FATE et al.,
19753, De um modo geral, oz compostos nitrogenados cons
tituem o maior componente da seiva do xilema, embora sua
concentragao situe-se em torno de 0,01 & 0,2% (p/v). Por

outro lado, & concentragao de nitrogenio na seiva do floe

ma e de 10 a 20 vézes maior (DIE e WILLEMSE, 1975: PATE



et al., 19753 PATE, 1976), De g

malguer forma, a nutpei-
gac dos frutos parece depender mais do floema do que de

1EOes Qor

ven poucas L

xilema, uma vez gque os frutos poss

o xilema e nao Transpiram (PATE e¢ ¢l., 1977).

Os principais solutos nitrogenados transportados
sa0 altamente especificos daquelas especies de plantas
onde os conteudos do xilema e do [loema foranm exsminados
em Wn mesmo grupo. For exemplo, em nuitas espécies de
plantas as amidas glutamina ¢ asparagina constituen a8
principais formas de nitrogenic transportado (BEEVEERS
1976y MITLIN o LEA, 19773 PATE, 1980). No  caso de
Dature (LEWIS, 1975), milho (ARRUDA e ZILLVA, 1979) e Ceve
da (TULLY e HANSON, 197%), & glutamina & a forma predomi
nante, com apenas tragos de asgparagina, Jd no caso de
leguminosas, a amida que se destaca ¢ a asparagina, repre
sentando mals de 50% do nitropenio translocado, como  fol
verificado em  Luptnus albua (PATE et ol., 19743 ATKING
et aloy 1975),  Pisum arvense (UATL ¢ WALLACE, 1964}, pi
sum sativum (LEWIS e PATE, 1973}, soija (STREETER, 19772

WHITE et al., 1981) e Medicago sativa (LEA e SMITH,1972).

Em leguminosas nao tropicais como o Lupinue,
cerca de 60 a 70% do nitrogenic no xilema encontra-se na
forma de asparagina, multas vezes presente no limite  de
sua sclubilidade, independente se o nitrogénio & derivado

£

da fixacac de nitrogenio ou da assimilacae do nitrato



(PATE, 1971). Entretanto, em certas leguminosas tropi-
cals, o principal composto nitrogenado encontrado Nas
vias de transporte muda de acordo com a fonte externa de
nitrogenio (MATSUMOTO et gi., 1877; OHYAMA e KUMAZAWA,,
19783 HIERRIDGE et al., 1978), Quande a planta é nodula
da, e portanto utiliza o nitrogenio derivade da Ffixagao,
a asparagina de seiva € substituida pelos ureideos (THOMAS
e SCHRADER, 19813. 0 cultive dessas leguminosas tropi-
caiz em presenga de nitrato, o qual inibe a nodulacao e,
consequentemente, a fixagao de nitrogénio (ATKINS e PATE,
1979}, reduz a concentragac de ureidecs a niveils muito

baixos,de forma gue a asparvegina torna-se a forma de

trogénio predominante

1979),

Enbora conhecidos de longa date come importantes
N ; i . " ) | ) b
compostos nitrogenados em varias plantas, os ureideos
o - . . e, att . - "
(alantoina e acido alantoice) so foram estudados MELL S
intengsivamente apos o reconhecimento de gsua importancia
come produtes da fixacao de nitreogenio em leguminosas tro
picais come soja, feijac de corda e FPhascolus sp. (THOMAS

e SCHRADER, 1981).

No caso da soja, fol verificado que 86% do nitro

enio existente na seiva do xilema encontra-se na forma de

ag

ureidecs, quando a planta € totalmente dependente da fixa

ot

¢io de nitrogénio (VAN DER DRIFT e VOGELS, 1966; NIRMALA



e SASTRY, 19755 MATSUMOTC et of., 1977; McCLURE e
ISRAEL, 1979). Segundo ISHIZUKA (1977), o nitrocgenio na

forma de ureideos aumenta predominantemente duvante a £i-

.

eficientemern—

xagdo de nitrogenio, e nas sementes & ma
- v s - . -y
te usado na produgao de proteinas do gue o nitrogenio na

forma de amincacidos ou nitrato.

S . . o e e e b oy o o, oen R g I
A assocliacac da sintese e transy de ureldeos

com a fixagéo de nitrogenic atmosiérico en leguminosas
tropicais fol bastante estudada principalmente em  soja.
MATSUMOTO et al. (1977 a b} demonstraram o acumulo de

} R, PR SO | o . T ey o o o
ureideos em varias partes de plantas de sola noduladas,

enquanto que plantas nac-noduladas continham niveis bag-
tante inferiores. Tratande soja nodulada com acetileno,

que & inibidor competitive da fixacio de nitvosménic, coov

re um decrescimo significante na guantidade de ureideos

existente na seiva do xilema (ISREAEL e MeCLURE, 19803,

Evidencias mals diretas quanto @ essa associagdo foram

obtidas por OHYAMA e KUMAZAWA (1079}, cuando

15 P ‘ .. . .
que © N, foi incorporado principalmente nitrogenio n&
£

forma de urmid@oag enguanto que usando MO, a incorporas

cao se deu principalmente em asparagina.

A inibicao da fixagsace de nitrogenio pelo nitrato
em soja (MATSUMOTO et ol., 19773 MeCLUKE e ISRAEL, 18773
e em outvas leguminosas (PATE et al., 1980}, com  conse

-

a Es - . Ly 3 o
quente variacao nos niveis de ureideos, ja fol bem doou-



mentada, U estudo com  Vigrna wunguiculata demonstrou
- - I S U T o - A . iy o

que plantas noduladas tratadas com niveils de nitrato na

faixa de 0 a 20 mM leva a uma diminuigido progressiva  no

e - . . o~
nivel de ureideos no xilema, com aumento da concentracao

de nitrate (PATE et al., 1880},

+

Ay . e . Rl
Alem da glutamina, aspara rureidecs, fol

verificado que outros compostos podem predominar na compo
sigao do sistema vascular em alguns casos isclados, PO
enemplo, y-metiler glutamina em amendoim (TOWDEN, LasLy

em algunas

citrulina em L. albue (PATL, 1871} e
arvores (TROMP e OVAA, 1979). Os alealdides transportam
quantidades significetivas de nitrogenio no xilema de e
tas espécies de plantas, enquanto que o aminoicido homose

serina se destaca em eprvilha (PATE, 19807,

T)?(ﬁu

0 exudato do floena de algumas

g

. . ra
tas apresenta grande quantildade de proteinas, 10 mg de

proteina por ml de exudatoe de (Cucurbita (CRAFTS e CRISP,
1971), mas estas nac sac consideradas como constituintes
moveis (ZIEGLER, 1875). (0 componente enzimitico no exu-

dato do floema sugere a possibilidade de trensformpacao du

rante a passagem por este (ZIEGLER, 197%).

Apds o reconhecimento da asparagina, glutamina

u.z

o Fo L Wy A, - 3 . —
e ureideos como importantes Iormas de ogenio transpor

tados, dentro da planta, surgiram trabalhos visando escla



recer o modo de utilizacao desses compostos nos

CONsSUmMe. 0 estude da metabolizacao da asparagina tem se

apresentado como um dos mais eis, apesar de sua posd

gac de destaque entre os aminocacidos nos vegetais ser co-

il

nhecida a bastante tempo. De fato, a alta concentracao
deste aminoacido em alg gumas especies de plantas, como & o
caso da  Asparagye officincles, ol a razac que levou ao
lsolamento da asparagina como o primeiro aminoacido iden-
tificado (DELAVILLE, 1802 <n LEA ¢ TOWDDRN, 1975), LEA
gt al (1968) e THING e ZSCHOCHE (19707 supgeriram que &
asparagina ndo € metabolirzada pela planta, sendo apenas
um constituinte de proteinas. Para RIJVEN (1556, &
asparagina agiria somente como uma fonte de nitrogeénio pa

ra o crescimento de embvices Jovens. Entretanto, tem si

I
A

do possivel cultivar tecidos vegetais com asparagina como

cotiléedo

[
o
Lid

Unica fonte de nitrogenioc, como &€ o caso «

isplados de leguminosas (MILLERD et agl., 1975 THOMPSON

et aley 1977 e LEA et al., 1979 b)Yy Spirvodela oligovrhiaa
g AT

(FERGUEON e BOLLARD, 1869) e lemwa mincr (OTUWART, 19727,

Ulmente matabo-

0 que sugere gue a asparagina pode ger fe

lizada,

Para explicar o metabollismo da scparaginag LEA e

MIFLIN (1980} consideravan a participagao

3

o n .
BIVEls eniimas: ABRATAELNED G,y notranslera-

PR

se e asparagina amldatransferase. LEES e BLAKENEY (19870)



1L

detectaram a atividade da SRRt @m extrato

cru de planta Dolichos ZTab lab, sendo que a malor ativi-

0

e nodulos das  plan-

dade ficou distribuida entre

Tas. Nos nodulos a atividade da sinace foi encon-

trada na fragao do bacteridide. Tgual distribuicao deg=-

ta enzima foli demonstrada nos nodulos das plantas de soia

por STREETER (19777, Entretanto, ap

tativas, nenhum dog trabalhos ref & asparaginase

demonstrou que a enzima apresenta atividade gignificati-~
V. Forém, uma preparagao muileo ativa foi detectada e
caracterizada em sementes imaturas de Lupinue polyphyliuvs
{(LEA et al., 1978). A enzima fol purificada cerca de
500 vézes e mostrou sep @fpﬁcffima para asparaging.
ATKINS et al. (1975) também detectaram a presenga de enzi
ma em extrato cru de sementes imaturas de Lupinus albus,
Tentativas foram feitas por BREVERS e STORLDY (1978) @
LEA et al. (1978) para detectar a presenca da enzima am
sementes de ervilha e de cutras leguminosas, mas sem  su-
CEss0., Recentemente, SODLK et al. (1980) mostraram indi
cagoes da existencia de atividade da asparaginase, atra-
vés da necessidade do lon potdssic, em cotilédones e tepu
mento de sementes imaturas de ervilha e outras legumino-
Sas. A atividade da enzima encontrada nos cotilédones
demconstrou ser suficiente para fornecer todo o nitrﬂg%mim
necessario para a acmmulagﬁo de pw@t@fnﬂ na semente duran

te o periodo de maturacao. A presenca de uma enzima em



§

sementes de ervilha, capaz de metabolizar Asparagina,

4

explica o crescimento de cotiledones isolados de  ervilha

o

)

.

ina como uni

e soja quando mantidos em cultura com aspa

ca fonte de nitrogenic (MILLERD et al., 1975 THOMPSON
et al., 1977 e LEA et al., 1379 g). Utilizando inibido-

l{’*\f\f%

s LEA et

res especificos da glulaminag sintetn

al. (1979 b} conseguirvam demonstrar cque a amonia liberada

pela asparaginase € reassimila

» L
antes da sua Incorporacac em protelinas na semento,

Quantc a segunda enzima possivelmente envolvida
na utilizagao de asparaging, a asparaging aminotransfera-
se (transaminase) fol detectada em extrato cru de tecidos
de planta por MEISTER et ol. (1957) e WILSON et al.(1854),
Entretanto, estes trabalhos tiveram por obletivo o estudo
das transaminases em geral, uma vez que as aminotransf era
ses sac conhecidas por tervem miultipla aspecificidads
(WIGHTMAN e FOREST, 18783, Tsto velo mostrar que existe

a possibllidade da asparagina (como qualquer outre aminod

NS & VAN 4 15

cido) de agir como um subgtrato para

Uma transaminase envolvendo especificamente &
asparagina fol detectada por STREETER (1877) em extratos
de folha de soja. 0 estudo sobre a enzima revelou gue,
dos 2-oxodcidos normalmente encontrades neste tecido, O
piruvato foi o mails ativo como receptoy do grupo alfa-amil

no da asparagina. A reacac proposta fol a seguinte:



ASPARAGINA + PIRUVATO <& = XKOSUCCINAMICO + ALANTINA

A enzima responsavel pela utilizacao do produto,

o acido 2-oxosuccinamico, e sua transcformacdo em oxalo=-

~gcetato e amonia, foi também eotada,

15
Através de o com N oem plantas

de evrvilha, LLOYD e riaram a  transamina-

cao da asparagina comoe wn cominho importante na guebra da
L I g

amida em folhas 0 produto Z-oxosuccina pode ser

deaminado, mas este demonstyrou gue a maicr  parte
do composto fol reduzido para Z-hidroxisuccinamato para
posterior degradagac em amonia e ERR Lstud sobre

a localizacgao da asparagina transaminase em oultros
: Ly L ¥ : I . O S

dog yevelaram nivels bhalxos em sementes imatura:

lha, guando comparadas com a atividade da asparaginase

' . o el ' e - -
dependente do lon potassio (TRELAND e JOY, 1981),

Quanto a terceira enzima considerada por LEA e

FOWDEN (1975 a, b}, @ asperapina anldatransierase sUd
4 L] : §

possivel presenga em tecidos vegetals fol aventada ern

smidatransfera-

2

1974, em estudos sobre a enzima glu
H5€ . Esta enzima transfere o grupo amide da glutamina

para 2-cxoglutarato, porém, STEWART et «l. (1980) TOWLER

et al, (1974) e DOUGALL (197u4) veriflicaram gque a aspara

na poderia substitulr a glutamina na PEACEs ., Mais tarde,

Loed

MIFLIN e LEA (1975) mostraram que a aparente utilizagao



da asparagina na reagac foil devida a uma pequena quantida

i3

de de aspartato como contaminante da asparagina comer-
cial, A asparagina, cromatograficamente livre de asparp-
tato, nao substitul a glutarmina na reacao, impondo sérias

dividas quanto a existéncia desta enzima. Imbora nao te
nha sido inequivoca a demonstracio da exisgténela de uma

asparagina amidatransferase, a ibilidade de sua pre-

senga nao pode ser descartada, uma vez que narece ser bem
mais razoavel a transferéncia diretas do nitrogénio amida
da asparagina para evitar a reassimilaczo da amonia, ©
que & necessarioc no caso dag outras duss enzimas, aspara-
ginase e asparagina aminotransferasa (LEA e MIFLIN,

1480,

ina

De qualquer forma, a utilizagao da asparag
nos sitios de consumo de planta, pode ser resumida no tra
balho de IRELAND e JOY (19812, que demonstrarsm a impor-

tancia da asparagina transaminase em folhas, raizes =

Vagens., Nas sementes em desenvolvimento, a agparaginase

e a principal responsavel pelo metabolismo deste amincaci

dor. Un esguema proposto para o metabolismo da asparagi-

- .
na em semente esta mostrado na pagl

A utilizacac da glutamina pela planta parece
envolver a enzima glutamato sintase (GOBAT), Peta enzi-
foi recentemente descrita (TEMPEST et ol., 19703, mas

sua atividade tem sido facilmente demonstrada em algunsg
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ASPARAGTNA GLUTAMINA 2-OXOGLUTARATO wwwwm s AUAROSE
\

{ASNase} (G (OOGATS

> AMONTA <

ASPARTATO GLUTAMATO GLU ‘nwﬂiu'wwwﬁﬁﬁi WMMWE%AA

TRANS AMTINACA

tecidos de plantas, tais como folhas (LEA e MITLIN,1974),
rajzes (FOWLER et afl. 19743 MIFLIN e LEA, 1978)3; nddulos
(ROBERTSON et al., 187%)e em culturas de tecidos vegetais

(DOUGALL, 19743, BEEVERS e STOREY (1876) verificaram a

presenca da enzima em cotilédones imaturos de ervilha.
GOGAT € a enzima que cataliza a transferencia do oY

amida para g-cetoglutarato formando glutamato, o qual po

de fornecer o grupo amino para a biossintese de outros
aminoacidos via reagoes de transaminase (veia egguena

-~
~3
et

acimal. SODEK e SILVA (1877}, sugeriram que a enz:

GOGAT desempenha um papel importante no iemo do ni

tvmgéﬁim em endogperma de milho, onde o nitrogenio, trans

portade na forma de glutamina, se torna i )OWJVPI Dara a



bt
i

vidos,

bl " . : e . ¥ ol
gintese de oultroes aminoa

Quanto a utilizagdc dos ureidecs pelos frutos,
ou qualquer outro orgac da planta, ainda nio esta bem

esclarecide, talver seja porque estes compostos apenas re

centemente ganharam importancia en plantas apesar de tepren
sido descobertos em 1930 por FOSSE e colaboradores {in
THOMAS e SCHRADER, 19813, 0 esquema abaixo, elaborado
por THOMAS & SCHRADER (1981), resume conhecimentos sobre

o metabolismo destes compostos em microorganismos.

ALANTOINA

Alantoinase

AC, ALANTOICO
Alantoato

Alantoicase Amida-hidro

/
URETA + AC. URETDO GLIOCOLICO  URETDOGLICTNA + NH, + €O,

Urefidoglicolase b, 0

URETA + GLIOXILATO URETDC
Ny

N o \
Urease R“x, Alantoloase ou
\\\
) B L -
\\& Ureido plice

Como podemos observar no esguema acima, existen



duas vias para a degradeacao dos

do alantoico), uma envolvends a

drolase e outra envolvendo a enzima alantoloase, A wvia
da alantoato amida-hidrolase ¢ encontrada em Streptococus

allanteieus (VOGELS, 19633 VOGELZ e VAN DER DRIFT, 1970)

T

e em certos estirpes de Pseudomonas & Peniedllum 8D
(VOGELS, 1963; 'TRIJBELS e VOGELS, 139667, Por outre la=-

do, a via que envolve a enzima alantoicase o encontrada

na especie Pseudomonas weruginosa (TRIJELLS e
1966  VOGELS, 1969). i importante notar, tambem, gque

T, Uraela

as duas vias levam a formagao dos e

e glioxilato. Porem, um dos na  produ-
e ., o “ 5
cac de 1 mol de ureia por mel de alantoing, e o oulro 2

moles.

Embora nao exista na literaturs nenhuna informa
cdo quanto a utilizagao dos ureideocs pelo fruto, hd estu-
dos sobre as enzimas possivelmente envolvidas
partes da plant Varics trabalhos tewm demonstrado a

=

presenga da enzima alantolnase enm plantas, principalmente

com velacao a associlagac da enzima e Os
outras estruturas membrancsas em células de orgdos ativos

na degradacao de lipidﬁeaﬁ come na mamona  (GORDON, 1869

3
87T, ANGELO e ORY, 1970; THEIMER e BELVERS, 18712, amen-
doim (STINGH, 1868 <n THOMAS 2t ai., 1880) e soja (VOGILS

et al., 1966),
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Quanto as demais enzimas envolvidas na deprada-
géo dos ureideos (veja esquema pigina 16), existem alpuns
trabalhos (VAN DER DRIFT e BOGELS, 1966, SINGH, 1968,
LCHEVIN e BRUNEL, 1973; HARTMANN e ARNOLD, 1974 19
THOMAS et al., 198035 TAJIMA et gl., 1977) depcrevendo a
atividade da enzima alanteicase em plantacs. Porém, devi
do & problemas no método de ensalo, ndo se pode afirmar

-

que a presenga desta enzima em tecidos vegetais tenha si-

do demonstrada (THOMAS e SCHRADLR, 19817,

o

— -
0 fato de que op ureideos

cos da fixagao do nitrogenio nos nddulos, desperta

resge clentifico wna vez que a
fruto muda drasticamente quanto a planta e nodulada o
nao. Plantas noduladas transportam nitrogenio princi
palmente na foxma de ureideos, er wuanto  que, &m
plantas nao-noduladas a forma predominante & a asparagi-
na, com somente tragos de ureldeos, Este sistema permi-
te estudar se tal mudanga no transporte de nitrogenio po-
de influir ne atividade das enzimag envelvidas no metabo-
lismo da asparagina e dos ureideos em frutos, 0 fato da
nac existencia de dados na litevatura, acerca da presencga

3 - g wp o g T—— P S o - oy
das possivels enzimas envelvidas no metabolismo da aspara

- s

gina e dos ureildeos em frutos de soja, ¢ de adiclonal in-
teresse, principalmente em virtude das variaes possibilida

]

des que existem para o metabolisme destes compostos, jus-—



o o

tificando assim os objetives deste trabalho, que sao:

agparaginase

1. Verificar a presenga das enzim

e alantoinase em tecidos de frutos imaturos

de soja.

2. Verificar se a lorma de nitrogenioc trangporta

do para os frutes infiue na atividade destas

enzimas.



IT. MATERIAL E METODOS

L. Material Vepetal

Para o degenvolvimento do presente traba=
lho, foram usadas sementes de soia (Glyeine mex (L. )Merp.
av. Banta Rosal), fornecidas pelo Instituto Agrondmico de
Campinas - Sao Paulo. Ag sementes foran primelramente
esterilizadas em cloreto de mercirio a 0,1% duprante 3 mi-
nutos, e em seguida lavadas em dgua destilada. ATOS &
esterilizagao, as sementes {ovam colocadas para permina
em potes de plastico com capacidade para 3 litros, Ug A
do~se vermiculilta como substrato. Og potes e g vermicu~
1ita foram culdadosamente lavados e autoclavados 4 Tempe-~

ratura de 120°C dupante 15 minutos. Para a obtengao de

plantas noduladas e nao noduladas, as plantulas no estd-

dio cotiledonar (10 dias) foram divididas em dois lotes e
um deles inoculado com 2 ml de Rhizobium japonicum egtiv-
pe SMS-65 fornecide pela secao de Microbiclogia do  Solo
do Instituto Agronomico de Campinas, e o outro lote nao
foi incculado. Tanto os potes das plantas que foram ino
culadas, assim como os das nao inoculedas, foram recobep-
tos com uma camada de algoddo hidrofilo e com uma folha

de papel de filtro. A parte inferior dos potes tambeém

foi forrada internamente com uma camada de algodac. Ty



dos estes cuidados foram tomados para gue ge evitasse
qualquer forma de contaminagac. Durante todo o periodo
experimental as plantas foram mantidas em casa de vegeta-

arecimento da pri-

gao, a temperatura ambiente. Com o A

meira folha trifoliclada, iniciou-ge o tratamento com so-

Fovam tratae

2 T vy ey
Qe L0 L

lugao nutritiva.  As plantas na
das com solucao nutritiva normal de Hoap land e AT GO
e fa * ; &

nas seguintes concentracces:

Macronutrientes Micronuted

= 1M H,B0. ~ 2850 mg/l

.
4

hﬂQEJ

XN, - 5 b 01 L

§
(6]

Ca(NO,I1u,H,0 mi TS0, L7 HLO - 220 mp/l
3 # L &

A

MgSOH,7,H20 - 2 mM CwﬁDHWSmHQQ - g0

va deficiente de nitrogenio, preparada comoe desorito &



seguir:

Macronutolentes

‘igSO”‘ - 2 mM

Cclf,; Qi{, e 2 y I 4

As concentracoes de micronutrientes e Fe-LDTA foranm as
h Aot

A Kos

mesmas utilizadas na solugac normal de
dois casos fol feita irrigagao duas vezes por Bemand
Nog intervalos as

sando-se veolume de 200 ml por pota.

oL duas

plantas foram irrigadas com agua destilada, uma

N

vezes por semana, de acordo com a necessldade.

Quando asz plantas atingiram o estad
desenvolvimento, da sepunda folha trifoliclada, elas fo-
ram induzidas a floracao aplicando-se fotoperiodos curtos

de 9 horas durante 4 dias, o que permitiu a obtengio de

rlantas de aquene porte aproximadamente un iformes,
! 3 el

ApGs a floracao, com o aparecimento aos
frutos, as plantas foram utilizadas para determinacgoes 1

sioldgicas e bioquimicas, onde utilizaram-se frutos de



= @ — L
nos especiiicos (59 ao 79 noi.

2. Metodologia

) # - - - -y - - 3
o da Allvidade Tnzimatica

Foram feitas anallses para o deteps

minagan da atividade dag enzimas onvolvidoas na wtilizacas

de desenvolvi

L o . N
dos ureldecs e da asparagina durante a fe

mento de frute de plantas noduladas e nao-noduladas, Gs

ensaios foram feitos nas vagens, cotiled e  tegumento,

1

desprezando~se © elxo embrionario. Us foram

.
s Kl

tecidos foram pesados

da vagem continha 2 sementes.

fags
®
-
a
bomand
-
2%
it
-
W
IR
fob
o)

N DSV S ey e o ey e
AL DATO oL prebayais QUI

e e RS I " N » oy 1A | ~ ! - o I
ao imadoznol, pH 8,0, O,.5 mM de ZDTA ¢ L ol de DTT.

GoTamg

cde boml o por orama de tec

O tampao fol usado na

do, mantendo-sge 0 material en t

L

dos com um homogeneizadop b

. 1 SR o
a 10,000 x oy

15 minutos, em seguida centr:

te 15 minutos a 0°C, Apos & centrllug



2

te fol utilizado para

ra o processo de dessalin pela coluna  de

Sephadex 6 -~ 25 (0,9 x 6,0 cm) equilibrada com o tampao

1., . o o S S : e 2 e
de extragao. A fragao proteica (4 ml) ol coletada para

as determinagdes enzimaticas,

Z2ol.2 — Ingailo de Fnzimae Alantoina-

5
A 10 atividade
SN Ga ataviaace

da enzima alantoinase (D.C. 2.5.2.5% {fol realizaeda dogane

o,

pelo  metodo

- B . =3 .
do~ge a formagao do produto, acido

descerito por TRIJBELS e VOGELS (19 :

L0g°¢ s
. _ - N . Fenilhidra
acido alantoilco -» ureia + glioxilato

2 min,pl acido

zina , . K., FeCN .
- derivado 3 G
i >

coloragao vermelha,

de alantoina (15 mM), 5O
una aliquota do extrato com um volume [inal de 2 ml. 9
extrato fol incubado em banhc-mariac a 30°C e em interva-
log de 20 minutcs ate 1 hova, foram retiradas allquotes

Ltoeilonando-ze  uma

de 0,2 ml e a reacic foi interro



mistura de 0,05 ml de HCL a 0,65 M, 1,15 ml de agua degti
lada €, em seguida, 0,2 ml de fenilhidrazina a 0,33%. 0s
tubos da reagao foram entdo colocados em banho fervente
durante ? minutes e depois levados ao gelo por 10 minu-~
tos., A segulr, foram adiclonados 0,8 nl de HCL concen-

trado e 0,2 ml de ferricianeto de potissio a 1,65%, com-

pletando~se um volume final de 4 m}

.

fol feita em espectro

A leitura da absorbancia da

I

fotometro, a 525 nm, e o valores wwresses em umoles  de

acido alantoico por hora, por tecido 1

RS S SR IR .
TGO Daarao na ral

xa de concentragaco de 10 a 100 nmoles.

A atividade da glutamina
sintetase (E.C. 6.3.1.2) foi calculada pelo metodo descri
to por RHODES et al. (1975}, atraves da formagac de
v = glutamil hidroxanato (reacac "sintetase") a partir do

giutamato e hidroxilamina, que substitue o amonia, COTHG

pode~se cobservar pela reagac:

Glutamato + Amdnia (HONH,) + ATP ww—pe Glutamina (Gluta-
‘ Mg
[

mil Hidroxamato) + ADD + Pi.



O meio da reagac consisti
de 1 mM de ATP, 1,5 mM de MgCl,, 0,5 nM de hidroxilamina
HCLly 7,5 mM de L-glutamato (neutralizade com KOHD) , 50 mM
de imidazol a pH 7,2 e extrato ensimiatico obtendo-se um

H

volume final de 1,6 ml. U8 meios de reacgac foram leva-
dos ao barho-maria, @ uma teupervatura de 30°0, Em intep
valos de 0,15 e 30 minutos foram retivadas zliquotas de
0,5 ml do meic de reagao, as quals foram adicionados agen
te contende 0,67 N de HCL, 0,20 M de dcide triclovoaceti-

co e 0,37 M de F@Ci% (FERGUSON e STMS, 1871). Estabele~

cida a cor da reagac as amcstras foram centyrifugadas a

4

2500 x g, durante 10 minutos a fim de vemover as protel
nas precipitadas. A quantidade de v - glutamil hidroxa-
mato fol determinada colorimetricamente a 525 nm, saben-

do  ensailo

do=-se que 1 umol deste produtc, nas condicd

da uma absorbancia de 0,34 (MORT, 1981,

2000~ Enesain da FBn

A atividade da glutamina

any

oxo~glutarato amidatransferase (LD.C. 2.06.1.53) foi detep-

e "
AL (19743, atraves da

minada pelo metodo proposto por D

quantificagac do NADH oxidade pela enzima dependente da

glutamina e a-ceto-glutarato, de acordo com a reagao:

. N e ok
Glutamina + a-~cetoglutarato + NADH-—=%2x Glutamato + NAD



0 melo de reagao para o

™~

engaio da enzima consistiu de 5 mM de plutamina, 5 nM de

a-cetoglutarato, 0,1 mM de NADH, uma alfquota de prepayra-

1

cao enzimatica e 50 mM de Tris 11

e
{
B

by pH

7,0, com volume

Final de 3,0 mi.

A veacao fol acompanhada em
cubetas que permaneceram em banho-maria a 30°C, Nos in=-
teprvalos de tempo de 0, 15 e 30 minutos as leituras foram

feitas diretamente no egpectrofotimetro a 340 nm. A ati

vidade fol calculada pela taxa de cxidacio do

fol caloulada utilizando~ge o coeliciente de eyt] e
SHO o
.o ML TR e
va o NADH de E = BL,02,
mM
Z.1.5 = Insalc da Asparagina
se
O metode para a dogagem  da

o VD SR S
3.5.1.10 consistiu

atividade da enzima asparaginase (E.C,

. 14 . . .
em incubar 08 extratos com C-asparagina e determinar &

‘?w L@‘ - el s
quantidade de C-agpartato formado apés separagac Do

cromatografia em camada delpada, sepundo SODEK et al,

{19807,
¢ ensaic foi realizado anm
1 e . M e ey o
micro-tubes de centrifuga de polipropilenco contendo um vo

ados ¢ - aspara

tume total de 150 ul, onde foram ad:



oy
£t

gina (10 mM), Tris.dCl (50 wl) pll 5,0, KOI (L0 mM) e

£

extrato enzimatico. Noo tempe zero Dorvan

pl do ensalo para outro tubc mantido em gelo, e o primei
i 1

. . 2 - ey . oy oy E e : I x e
ro tubo incubado a 30Y0C durante 1 hora, A reacan roo

paralizada pela imersac dos dois tubos em dpue tervendo

poer 5 minutos e, em segulda,

tubos foram depols centrifupgad
Ll 3 -
proteina precipitada.
Upia aliguota de 30 pl fol
aplicada numa placa cromatogralica de celulose: gilica
104 de acordo com TURNER e REDOWELL (1966}, ¢ a cromato-

grafia desenvolvida em fenol: apua (26:20 p/v). Oz ami-~

noacidos foram localizados pulverizando-se a placa com
um reagente fluorescente nao-destrutive (DAVIES e MIFLIN,

A ares Cey

1978) e cbservados sob luz ultra-yviole

regspondente ao aspartato fol retirada coletando~se o Do
num disco de fibra de vidro (Whatman GF/C) enpregando um

dispositivo de sucgao, segundo DAVIES e MITFLIN (1978). O

mo foi dntroduzido num frasco de A0a0 contendo

pdu
o

d
5wl de mistura cintiladora (0 o PPO o 100 my POPOD Do

litro de toluenol) e a contapem de radisatividade feita en

T IS

contador de ointila nao {(Hookman LS - 100 O3, A transfion

Qg

magac de cpm em umoles fol feita atraves da atividade

L "

pecifica do substrato marcado (50,000 cpm/umoll,



o)

2.2 - Dosagenm de Componentes Hio-Enzimdti
gy

H R 0 - ey ey S U . .
Usando o mesmo material, ou se

1]

Ll
e

=3

vagem, cotiledones e tegumento de plantas noduladas 2!
nac-noduladas, foram determinadas as concentracoes de

L . ik . - .
ureldeocs, aminoacidos e proteina de acordo com o metodo

# & .
agpecifico de cada um.

¥

2.72.1L - Meilo de I

pragac e Ipacio-

amento

tal foi feita em metancl, cloroformio ¢ a;

proporgoes 12:5:3 (v/v). 0 material foi

com 5 ml de solvente por grama de teoldo no
3 . Poylvtro BT 35 Aurante 15 gepur rieless R T f‘ oA =
dor Folytron Dy durante Lo oA .o centrifugado a
10.000 % g por 19 minutos em temperatura ambiente. U s0

brenadante foil retirvado e 1 ml de clorofcrmio mais L,5 mi

. P
I W aaos

de agua foram acrescentados {(estes volumes fo

para 4 ml de extrato). A wegule,

tagac e, em seguida, colocados o

para a separagac da fase aguosa,

parada a fase aguosa, ©

evaporar todo o cloroformio, e

{(alantoina e acido alan



Y
20

- . s e .

tado (material que contem a [racao proteica), Fol ressus-

¢

pendido em MCW (5 ml) e novamente centrifugado 18 minu=
bt b « W .y o

tos., Apos retirado o solvente o precipitade foi ressus-

pendido (3 verzes) em NaOH 0,1 N pare extrairv a protelna.

¢ volume usado de NaOll foi 5 ml/prame de material,

2ed.d -

A pmot@fna existente no ex-

t

trate fol determinada pelo metodo de "dye binding” de
BRADFORD (19767 . O BSA (1 mg/mi) fol wsado como padrac.

¥

G250 em

O reagente foil felto com 100 mp de

50 ml de etanol a 95%, adicionando-se em s

de ngOq a 85% (p/v} e completando-se para 1 litro com

am-se

o o L o
agua (HQO}a Para a dosagem de proteina, misturs

5 ml do reagente com 0,1 ml de proteina (10-100 ugl, A

e

-~ L - . - ¢
concentragac de proteina existonte nos extratos fol caleou

[

2rmminada usandos

lada atraves da cupva padrao, gue fol
~ge concentracoes de 10 - 100 up de proteina. A deltura

foi feita no espectrofotometro a 595 nm,

2.2.3 = Dosagem de Aming

S
BTN

. . L -
de amanoaci-

Para a dose
dos, foi utilizado ¢ metodo descorito por COCKING & YEMM

dos L oml ge

(19543, Hos tubos de reacac foram coloca



a 5% (p/v) em met

vinhidrinas

to de potdssio a 2% (v/v) de

1l celulose,

]

[

d,2 ml de clane-

Uina solugan

celulose, 0,5 ml de tampao cltvato 0,2 M, pH 5,0 ¢ Lo
da amestra. Os tubos sofreram agitagiac e, em  seguida,

cobertos com bolas de vidro

& 100°C por 20 minutos

ambilente durante 10 minutos.

ml (volume final) com etanol

spectrofotometro a 570 nm,

dos a partir da curva padrac

nas concentragoes de 0 a 100

doido alantdico

alantcina e
descrito por TRIJBLLS e VOGLL

te método node ser res

1L00°¢C

“

Alantoina -
7 min. pH

-

e}

Tenilhidrazina

€

deirendo-ge ag

fol

g
i

umido na

s, Ao £
T Al

levou-oe ao banho

friar a temperatura

Apos, completou-se para It

o

H0% leitura

T e

&

a N

¢k

caloula

leucina

S8 Comn

gque foil feit

nmoles.

N o
Dosagen de Ureldeos

.
A cono hiiﬁgdﬁ dog urerdeos

determin

ald peld

(1966). 0

Uréia + Glioxilato

colovagao vermelha,

s g . - -
seruin seria de F%d@LLSV
(RIS
y -
antoloo ;
Y om acido-”
K. FelN.
3 £
- 3 S
P g
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Para o ensais ugsaram-se A

ml da amostra, U,2 ml de NaOH 0,5 H, 1 pota de E@milhidrﬁ

zina 0,33% transferindo-se a mistura para banho Tervente

por 7 minutos, Em seguida, os tubos foram colocadog pa-

ra esfriar em temperatura amblente, adicionando-se 0,2 ml

o)

de HCL a 0,85 N, 0,2 ml de fenilhidrazina 0,33%, e nova-

mente cologados em banhe fervente durante 2 minutos e 15
@ ) . . -

sepgundos {tempo criticol. Oz tubos, foram entac coloca-

dos em gelo por 10 minutes, a segulr adicionaram~se 0,8

i

ml de HCL concentrado e 0,2 ml de fervicianeto de potas-

%FQCN5) 1,65%. Us tubos foram on e deixados

em repouse por 10 minutos, completando-se com 0,8 ml e

i (K

agua destilada o volume final {3 mi),

2.3 = Redugao de Arvetilenc
Para avaliar a fixacgao de nitroge-
nio pelc material vegetal em estudo, utilizou-se a teécni-
ca da redugao de acetileno (HARDY et al., 13687, A enel
ma nitrogenase, responsavel pela redugao de nitrogenio

atmosferico a amonia tambem cataliza a reducac do acetile

ne en etilano.

As plantas loram removidas dos  po-

@ a L
tes e as raizes agitadas cuidadosamente para  remover 4

maior parte da vermiculita acerida a estas. O sistema



LA
§ .

radicular foi destacade por inteiroe do caule, e imediata-
mente colocado em frascos de vidro com capacidade para
600 ml, e vedados com tampa de borracha. Em seguida,
injetaram~ge 40 ml de acetileno e, em intervalcos de tempo
de 15 minutos, foram vretiradas aliquotas de 0,5 ml oY
meio de uma seringa a fim de dosar a guantidade de etile-
no produzido. A deosagem de etlleno [fol feita por meio
de cromatografia gascsa, utilizando-se uma coluna ae
Porapak N para separar etileno e acetileno. As dimen=
soes da coluna foram de L om 2 0,2 mm (d.i.). O forno do
aparelho {(marca Varian, modelo 22h0-D) foi mantido &

110°C, o injetor a 140°C, e o delector a 1L0°C. Og flu=-

de arrastel} HO

x0s dog gases foram os seguintes: N,
vL/min. Hz {detector de lonizacao de chamal, 40 wl/min.
e ar, 1600 ml/min.. A anilise de uma quantidade padrio
de etileno permitiu transformar os dados em umoles de ace

tileno reduzido.
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Lile RESULTADOS

1. Lui@biiiﬁd@p,

Devide a facilidade com que leguminosas
come a soja nodulam mesmo gem inoculacgao, tornou-se neces
sario um trabalho para a obtengao de planta nao-nodula-
das, no qual varias precauctes foram tomadas a fim de se

0

“ o kil e = .
evitar qualquer forma possivel de contaminacao, A pra-

meira precaugao fol de esterilizar as sementes que seplam

utilizadas neste trabalho.

Com esta finalidade, fez-se um teste ba-

eado no método descrito por SLOGER (1868), no qual as

sementes sao tratadas com LHOH a §5% durante 5 minutos

seguldo por HgCiz a 0,1%, durante 3 minutos. Entretanto,
tal tratamento prejudicou muito a germinacio das sementes

{(Tabela I) e, por este motive foram testadas varias combi

nagoes de tempo para verificar a condigao menos  prefudi-

1) wvepi-

cial a germinacao. Pelos dades obtidos
ficou=-se que os tratamentos com LDEOH por b minutos o
Hgﬁk? 3 minutos isoladamente, nio prejudicaram a gepmi

nagao. Por outro lado, qualquer ErOH,

mesmo com duragao mals curte, seguida de HpCl,, diminuiu

muito a germinagao, sugerindo assim algum efeito toxico.



TABELA T -~ TESTES PARA ESTHRILIZ&§KO DE SEMENTE: LR SOJA,
Sementes embebidas em HpgCl, a 0,1% ¢ em Bt OH
£

a 98% nog tempos indicados.

TRATAMENTO TEMPO GERMINACAD (94)

Ha0 5.0 Min 33.0
H20 2.5 Min 93.0
HgClo 5.0 Min, 46 .0
HgClo 3.0 Min. 100.0
ETOH 5.0 Min. 82,0
E+OH e HgCly &0 Min e 4,0 Min 25.0
E10H e HaCly 4,0 Min.e 30 Min. 12,5
EtOH e HgCly 2,0 Min e 30 Min, 28,5
EtOH e HgCly 3,0 Min.e 30 Min. 60,0
EtOHe HgCly 5.0 Min e 3,0 Min. 18.0




Optou=se, portanto, pelo uso

Ui, Hybd durante 3
tos para a esterilizacac

& D H@RenTes
halho.

o

Z. Obtengao d

o
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Ladas

s t o i ey ey e e . 1
2.1 = Dxperinento |

Vigande encontr a1

AN
goes para o cultivo de plantas noduladag s

sihores condi-
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montou=-se um experimento preld
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aplinando~ze diferesn-
-~ . . ., . -
tes niveis de nitrogenio nag plantas na
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quelas inoculadas com Rhizobl
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k]

nutritiva
ferentes nivei
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nitrogenio.

das plantas em condiqo

FEie:
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FICURA 1 - INFLUENCIA DO

TYTOARTETA LY TNTY ety T oA RESVENTY
PLANTAL DE SOJA NODUIL
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tada com solucao nutritive deficiente SRR

genio (-NJ)3; nao~inpculada com 1/ 2 solugdo

normal: nao-incculada com
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@IV O LV AmE

sentaram bom de

apresentaram pouco enflolhadas, comn nte ama-

nitrosenio. Am plantas nao-

L Pt
Vi s ¢

reladas, indlicande F

N P

~inoculadas, tratadas com solugad 100 de nitro-

tolhas

genio, tambe

lagy, enquanto que os trat noyrmal , &

gintoma

com 1/3 de nitrogenioc, nao

lwimento

de deficiencla.

ROTIE L
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o comportanaento
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o

experimento fol caloculada a
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mentos sobre a Formagao

ragac do
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FIGURA 2 - INFLUENCIA DO NITROGENIO NA FORMACAD DR NODU-

LOS EM PLANTAS DR B0JA INOCULADAS.

ne interiop

5

o b
O numero de nodulos es
da coluna.
Y . oL L o
Hiveis de nitrogenio:

N x 1 solugac normal (NO5 = 15 mM).

Lo oo .
N x & nitrogenio - do normal.

“ .

J 3

. . ~ 4 .
N x = nitrogenio — do normal.

19 ia

N ox 0 solugas deficiente de nitrogenio.
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INFLUENCIA DO NITROGENIO NGO PESO FRESCO DA PAR
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De todos os tecidos analisados,
os nodulados foram o5 que apresentaram nivels mais altos
de ureideos, contrastando assim com os nao-nodulados., No
tratamento nao-inoculado, e totalmente deficiente em ni-
trogenio, as plantas nao chegaram a formar vagem. O expe
rimente mostrou que houve uma tendéncia de aumento do ni-
vel de ureldeos nos tratamentos que recebepam quantidades
maiores de nitrogeénic apesar da nao formagdo de nodulos.
No tratamento com solucao normal, por exemplo, o nivel de
ureideos na folha e no caule fol semelhante ao das plan-
tas noduladas, embora o numero tenha sido menop (Fig. uJ,
assim como para as plantas nac-noduladas. Portanto, fi-
cou evidenciada a existencie de uma relagao entre nodula-
cio e formagao de ureideos, embora na ausencia de nddulos

e - " R . - P
nioc se tenha observado total ausencia de ureldeos.

2.2.~ Experimento 2

0 experimento anteprior  demonstrou
a formagaco de ureideos na ausencia aparente de nodulos,
embora em nivels muito baixoo. Para ge verdiflicar a pos~
sibilidade se tais plantas apresentam algum nivel de noduy
lacio, talvez abaixo do nivel de detecgdo visual, o expe-
rimento foi repetido com a finalidade de dosar a capacids
de de fixacgio de nitrogénic atravis da redugdo de acetile

- » o ® 3
no, metodo este muito sensivel e mals apropriado para  a




avaliagdo da fixagao de nitrogenio,

vagao da nodulagac.  Com esta finalidade

dos os tratamentos extremos ou se]am

tratadas com e sem nitrogenio, e plant

tratadas com solugac nutpitiva normal.

Al Numero Vegn de

[

Azgim como no prin

Lo, as nao=inoculadas nao

plantas

to que as incculadas nodularam bem como
na tabela L1,

comparad
Foram

plantas

pode-se

a obser

o ocom
utiliza-

inoculadas,

nao~-inoculadas

Modulos

elro experimen

Formaran nodulos, ENUan

constatar

by Peso da Planta
Foram observados resultados seme
1hantes aqueles obtidos no experimento anterior (Fig. 5)
onde as plantas inoculadas, iratadas com solucac deficlen
tero2m xli,t:V<}gj§11ﬁxa , mostrapram peool menoreh CORpar 1ok ARE

nao-inoculadas tratadas com sclugao norndl.

de inoculadan

ger observado com as plantas

solucao nutritiva normal, onde o peso

MALOT . Portanto, em termon de peso Lresc

noduladas e nao-noduladas comportaram~se de

lhante .

ao experimento anteriop

rratadas

O mesmo po-
QUL

hem

a6 plantas
maneiva LSeme-




TABELA IT - INFLUENCIA DO NITROGENIO NA TORMACAC DE NODU-

LOS EM PLANTAS DE

SOJA INGCULADAS,

bi

rMVEL,qg
NITROGENIO

FPESO FRESCO
(g /planta)

NUMERO DE
NODULOS

Deficiente em
nitrogenio

Solucac normal
(NO3 = 15mM)




FIGURA 5 - INFLUENCIA DA NITROGENTO NO PESO FRESCO DA PAR
TE ALREA DE PLANTAS DI SOJA INOCULADAS E  NAQ-
~INOCULADAS,

Parte aérea separada em folha (F), caule (C) e

vagem (V).
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Mg taxas de reducao de acetileno
(I'ig. 6) foram obtidas de acordo com o grau de nodulagao.
Aty Tf;: degte exnerimento Obsoryvoii-os oo o] b oso T
AUPpaves Jdestae €...J..L)L1’ PN O OSarey O - S e plantas Tiea s
-inoculadas nao veduziram acetilenc, confirmando desse

antas ino-

culadas, ao contrario, reduziram acetilenco, embora em um

5 ooom ni-

nas plantas gue foream tratads

H X LT .
oo O g ave
;

do acordo oo oo

eXnariinanto

AL
FEAS SR S L G

sada a qguantidac

resento-

[

{cauvle - folha - vagemn
dog na figura 6,

+ . : @,
to nivel de ureid 5

as

na ausencia de nitrogenio

plantas noduladas, cultivad:

eeta de acorde com os altos nivels de nodulagao e
de acetileno.

Da mesma forma g 5

: ] h - e " e "
vels de ureideos nas plantes inoc

presenga de NQQ poden sey relacionados com os baixos 1o
- 3 -






)

g/ 6rgao

Teor de ureidecs |

] Nodulada
100 &% Né@“‘ﬁﬁdumﬂ;ﬁ?%‘i 480
ga - 1410
50 a0
A0t 20
20+ - — 10
zm. N
.
VE% RBiNin
F C VRa F OV Ha FC Y Ra
Mol Ny O My

Nivel de nitrogeénio

tieno (umel/h. planta)



plantas nao-incculadas, que

atividade de nitr

3 ¥ -
srtanto, a producido de um nivel m

fc;izu(xthlv
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TABELA 11T - COMPOSICAD DOS MUITIOL LD LATEACRO HOPMALMIHTE
USADCE PARA AL LNVIMALD ALANTOIHASE, ALPARAGT
NASE I GLUTAMINA SINTLTASL.
Asparvaginase (SOLLK et al., 19807,
Glutamina sintetase

Alantoinase (TRIJBELL e VOGLLE, 1966).

COMPOSICAC GLUTAMINA
MEIO DE
EXTRACAD  ALANTOINASE  ASPARAGINASE  SINTETASE

Tampao Tris fris imidazol
pH 8,0 8,0 70

KC! - -
Triton X-100 + - -
2ME/DTT + + +

e

+ PRESENTE
~ AUSENTE



[ ]
)

tos visando a otimizagao do metodo de determinacic da ati

vidade das tres enzimas sim

J.l.d - O

para a dosagemn das enzimag

0l pa

ros testes indicaram

mante a avividade da

desta indicagac considerou-se a

Tuiy o tampao tris, pl 8,0 nelo jwmidazol ol 7,0, no extra

apresentados

¢ao da alantol
na tabela IV,

mesiram que a alan

extratos preparados

ividads noo

toinase apresentou a

Ly embora o atlvidade com o

com tris e

L Gutra

~
>
o
o
N

wol tenha

ensalo para verificar
inibigao sobre a ativi

mento fol utilizado o

tris, e uma aliquota de
do no ensaio, O resultade (Pabela V)

- = " L a N N M nn
pouca influencia na atividade do alantoinase guanto a pre

confiito entre o re-

Senga ou augencid al)

uma diferenca na extra-

.

idazal sobre a CZLING

Gav, mais do que um efeito do



e

fop peps A T
ADE EM COTELE DG -

TARBELA IV ~ ATIVIDADE DA ENZTMA ALARGOINALL
NES UTELLAANDO=5E DO MULOD Bl CATEACKD,
Imidazol 50 mM 7,0 + OTT

Trig S0 mM pl 8,0 + 7ML b

TAMPAQ DE EXTRACAD  ALANTOINASE  (umol /h. mi )

Tris MO 27,772
imidazol 19,36

»

£

Imidazot pH 7,0+ DTT ou Tris pH 8,0 + 2ME

wtinn

TABELA V -

15 mM e alantoinace dosade na presenca e e

..... i S
e b T T TSt B B
SUSEnCiLa ae U, i Ha o ae

ENSAILD AL ANTOINASE (umol/h.mi

Sern  imidazol 27

Com  imidazol 20,402




Loir
e

[
o

‘e qualquer forma, a

ma contra-indicagio quanto ao

de extracao para a dosagen de ailantoinase,

A asparaginase € uma enzima

dependente do Ton pmquﬁ"uy N sua inelu-~

sac (50 mM) na dos cesta enzima em muitas especies

il

rante a extracao, visando

al., LU980). Agsim, testou-sc o use de KOL no

e

o ,gf‘wgqu da alantoinase o glutaming sinlaetuse, s regulta-

dog deste experimento estio appre

na Tabela VI

Como pode-ge obseprvar

los dades, o uso de KC1 nao causou
na atividade das duas enzimas superindeo, ac contrario,que

e

ocorreu maior eficiencla na extrac

Ge. Desta maneira, ficou astabelecic

durante a extracao das treés enzimas

esenga @ indispensivel para a enz

pode provocar aunento na eficiencia da alantod
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i
[6a]

mas asseciadas
s10 de extrae

cou-ge gue a

da slantol-

cao nao propiciou nenhum aus

nase, que atingiu 14,0 ymol/h.ml em pr do detergen-

adigaon.

te, e 15,4 umel/h.ml no trataments sem

5 provavel que a enzima de cotiledones de sodja nac estela

s

agsociada a nenhuma estrutura membranocsa, cong € o Caso

s
iy o
DTV G

pltou~se

—

da enzima de tecidos

e A

pela nao inclusao de triton X-100 no
QaAD.
.

3.0k - Atdvidade

[ e

=nito foram com

parados os meios de extragan Tmidarol-KCL-ITT o Trig-KCl-

~72ME para o ensalo da enzing

do gue a atividade da enzima

(Tabela VIDI, e deci-

dos deois meios

diu-se pelo uso do tampao imidawzcl + KC1 + DIW para &

extragao e dosagem simultanea das  enzimas alantoinase,

L

asparaginase e glutaming



TABELA V1 = INFLUBHCIA DO KCL HO MUIO DR EATRACED PARA AB
ENZTHAS ALANTOIHACSE B GLUTAMINA STNTETASE.
- " . 1 = @ -
Enzimas extraidas de cotiledones com jmidazol

S0 mM pH 8,0 + DT 1 mM.

MEID DE AL ANTOINASE GLUTAMINA SINTETASE
EXTRACAC (ol bl ) ( urmol/homi)

L
oo
N
e
R
5

Com KCI 33, 8¢
Sem KCI ER A 1,30

B

TABELA VIL - AV

TAMPAQ OE ASPARAGINASE
EXTRACACD (umolhomi)

Tris HMCI 0,117
imidazol 0,110




57
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rat loan Dinetioan

3.2.1 = Alantoinase

ao

termina

pH otimo, a atividade
da usando uma faixa de pH enire 5,0 ¢ 9,0, Entre os va-

loves de pH de 5,0 a 7,0

entre 7,0 & 2,0 o tampao

srminacac da oatividadoe dooen

R HTR I AL S A A 15 B G SOk

de

it " . - " B I
proximes de 8,0, como pode ser verlliilcado na [lgura 7.

By Concentr

Lk

L

GCo valores incoluidos na

‘erentes concentragoes do

figura 8, mostram o cfel
[ ¥
substrato, alantolna, sobre a atlvidode o

log regultados ficou estabels

de 15 mM, now experimentos

il

curva sugere clnhetilco

coes de 15 mM de subs

Lok

o

sae ponto, embo-

ra a atividade se eleve de forma mails acentuada, a
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DO pH NA ATIVIDADE DA ENZIMA  ALAN-
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Fopeam difioulta

solubilidade do substrato.

'y

hifasica, se repetiu em duas

experimentce fol repetido, mas

erminado o valoy do K parpad

P

grafiico de Lineweaver e Burk (Fip.

de para o K aparente fol de 15,0 mi an

- Lo g
w} A2 T“,»U

[ AT PGS A X Dair Tl

mento com a [inalidade de detorminar o velooidade da peg-

»

[
b
.y
[
b

-a0 em fungao do tempoe de incubagao Comn pode-se obge

var pela ligura
npo maximo testado, que
ronstrou que a concentragaoc

o a reagac. Utilizou-se

|98

pard ds d@t&?miﬂ&g{:& rotineiras da atividade da

alantoinasa.
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H

0o mesultados do

da alantoinase

mentc que relaclionou a

s el

guantidade de enzima

utilizadas guatro quantidades de extrato no meio,

valores mostraram que a atividade & proporcional & quant

dade de alantoinase, ate a absorbiancia de 0,8,

aasim estabelecido que o ens

perfeitamente adequado para a d

rentes extratos.

il

L Ll

tas enzimas sac bem

STIWART et wi., 18980;
nao foi feito nenhuma modilicagan nos
na literatura. Apenas no caso o

. : i ' e N A T o s
CUuJo ensalo e multo sensivel prasenaa

genas, foi julgado aconselhavel verifl

da reagao com o tempo e a relacaoc

20 da enzima.

W

Enzima

experi-
QoM a

Foram
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) Heagao da Glutamina O
tetase com o Tempo
A atividade da enzima fol
determinada em intervalos de der LU minutog ate 4o
minutos. Diante dos v i na figura

12 observou-ge gue

ale o tempo maximo

estabelecido que ¢ tempo U

S

Tedgac

13

RPN mos tramn ]

5

enyima

s

b)Y Concent a Inzi
s Glutaminsa Sintetase
O regultados apresenta-
e a atividade da glutamina sin

tetase € proporcional o concentragoo da enzima, ate valo-
res de ancia de 0,37,
b Peso fresco
" g AT A e Ao PR D
0 peso fresco de cada tecido fol
nado durante tode o trangcorrer do experimento €

comparacoes com ag varia

QGEs

na
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com a finalidade @

Og valores de

estao repre

RS NREN]

As vagens

o

mento a partir do 199 dia,

e no 219 dia para plantas

madamente 350 mg antes do
lent

o aumento foi

Lo}
maximo, que foi de 425 mg no 539

dag, as vagens iniciaram a perda

ate a Ultima pesagemn Nas plant
maximo foi de L70 mg, no 589 dia

tarde entre,

ororrely mals

S

Quantc as sement

iniciaram o seu d egaenvolvimaento

atingindo o seu peso maximo, de

partir desse ponto as o

ate o 679 dia, quando

de plantas ndo-noduladas

T

¥ .skt,u;n.i_“ o

3

dia, atingindo o pe

ke

A partir d

& clﬂ'{” 25, One

apos
¥ 3y TOE ey "y ¢ 7 R 3 <
minimo encontrado no 729 dia,
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A diferenca entre

I
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Cred G
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curto

nao-noduladas, mostra um perl

nos frutos de plantas noduladas, peio menos quandeo culti-

vadas nas aonﬂﬁgtwu ueadas nesto trabalhe

5., Atdividade das Dnzlimas a Fage de

Demenvolvimento do Fruto

ntoinese foi  de-

A atividade da

terminada nos tecidos da vagem, dos cotiledones e do tegu
mento dos frutos de plantas noduladas e nao-noduladas du-
rante sua ontogenia, Foram feitas dosagens utilizando-

~ge extrato cru e dessalinizado, culos resulitsdos estio

na Tabela IX (apendice, pagina 136J. Destes resultados,

fopram anpegentados em forma de gsratico {(Fig, 1% & 15) ane
& & L

nas os dados do extrato dessalinizado, uma vez cue 0§ mes
1

mos nao aprosentaran diferengas mavcantes om velagio  ao

extrato ¢eru.

Na vagem, a atividade comegou i

aumentar a partir do 209 dia, chegando ao naximo de 17
pmol/h.vagem no 359 dia, nas plantas nao-noduladas, e cerp
ca de 22 umel/h.vagem no 479 dia nas noduladas. A par-

tir desses pontos a atividade nos dels casocs, decresceu e
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atingiu valores muilto baixoe no 06569 dia

Nos cotiledones da semente, 0o

;v

desenvolvimento iniciouwge no 359 dia, a etividade come-
gou a aumentar a partir do B0¢ dia, atingindo a atividade
maxima no 49 dia, nas plantas nic-noduladas, e em  torno
do 549 dia pava as noduladas. Nog dols casos, a  paprtip
degsses pontos, a atividade comecou a cair até a fase fi-

nal de desenvolvimento.

semente, tanto de

ik

0 tecumento da
plantas nao-ncduladas como de noduladasg, apresentaram bal

Entretanto,

xa atividade durante todoe o

T J‘)f
b d N

quando expresgsa em termos de pesc [

apendice pagina 136) a atividade de modo geral foi seme-
, thy . ot

lhante a dos cotiledones.

i

5,72 - Glutamina Sintetase

fai determinada em extratos desgalinilzas

fruto de plantas noduladas e

dos sao apresentados na tabela X (a

Obseyva-se pela tabela gue:

at 0Oz dadesg de 15 e 20 minutos mos-

Para a representa-

Tearan que & I‘@ﬂgﬁf} nET



cao dos dados

sultados do

b) 0 extrato dessalinizado quase

i

Compparad

sempre mostrou atividades Lo com O
extrato oru, principalmente nes lLeoidos mais maduros. Nas

figuras 17 e 18 estao apresentados os resultados de ativi

dade para esta enzima encontrados no

do.

& nac-noduladas, teci
ma foil maior do que os demais, os valores anresentaranm
- o 1

um aumento a partir do 199 dia do seu desenvolvimento, seg

guido de um ligeiro decrescime nos dols CaABOS, nodulados

¢ nao-ncdulades. Im seguida, nas plam noduladas , ocor

thinpindo no 3o Gid,

reu um noveo aumento da atividade
valores maximos, de 20 wnol/h.tecido  os guais mantive=
ram-se menos constantes até o H6Y dia, decrescendo a  se-
guir até um minime encontrado no 679 dia. Para  vagens

de plantas nao-noduladas, o pico de atividade mAXima ooon
b ¥ I e

peu no 399 dia, com cerca de 37 umol/h.tecido, decrescen-

do rapidamente a partir desse ponto ate ac 72% dia, quan-

do se fer a ultima dosagem.

Quanto aos & tegu-

ut

mento, estes tecidos apresentaram menoy variacao na ativi

dade da enzima, tanto para plantas noduladas come nao-no-
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tas nao-noduladas a encvima atingiu sua atividade maxinmea,
0,37 ymol/h.tecido, no 439 dia, valor este que se manteve

até o 589 dia, diminuindo a sepui

yroximes de mero no 739 dia quar
%

sagem negsa @XI)@I‘]:H&&X?EO B

Quanto aos

noculadas, a atividade maxima,

dia, caindec a

terminada no LE©

da

67¢ dia, guando ocorreu a ativi

ral dag curvag e 8 elhant antre

nao-noduladas, sendo a principal

)

aotilled

tardia da atividade nos

nao-noduladas, a

plantas noduladas.

ocorreu proximo do estadico final

ne 609 dia, quando

fand

cldo, para plantas nac-noduladas

para as noduladas,

5.0 - Slutamina O
Ferage
A atividade
minada em extratos dessalinirzadog

'y v E

:E.) [ty

ton

foi encontrado

AT

r oo atingindo
do fol feita a

a

cotiledoneas

0,53 umol/h.tecido

ir desse pon

o

de minima.

5 NG

as plantas
diterenca a

es.

maxima

de maturag

alor de 0,7
pode U,18 umo

Am

JHE

1o

s

valores

wltina do

e plantas
to

forma ge-

duladas €

-

mals

plantas
ac dasg
ecidos
do  frouto,

umol /., te-

Lih.tecido
da Trans
foi deter

ada

Vg,
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cotiledones e tegumento de plantas nao-noduladas, A do-
sagem foi feita apenas em uma idade, 449 dia apds antese,
uma vez que o objetive fol de sinplesmente demonstrar &

sua presengd negtes tecidos, Os resultados desta andli-

se estaoc na tabela VIIID, expressos em umol/h, tecides,

Nos cotilledones e tegunento a ativi
dade da enzima fol semelhante e um pouco mails alto do que
nas vagens., A atividade maxima foi de 0,4 pmol/h.tecido

para os cotiledones e tegumento enquanto que na vagem fol

de 0,32 unmol/h. tecido.

&, Conteudo de Ure

'
Teinas

5,1 ~ Ureldoosn

Uz resultados mostrados nas figuras
oy s ¥ o b N W .
20, 21 e 22 mostram variagoes da guantidarie Jde ureideos

cotiléadones &

{(alantoina = acido alantoico) nag vap

el P P . 5 .
tegunento durante o pevicde de desenvolvimento dos Ly

TOE . O material utilizado foil colhido simullancamente

93]

com aguele usado na dosagem de enzimas. Velos dados obti
dos constatou-se que vagens de plantas nac-noduladas  tem

ureideos em quantidades muito pecuenas em relacas as  va-
Ja y

gens de plantas noduladas (Fig. 203,
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TABLELA VITI - ATIVIDADLE DA ENZATIHMA CLUTAMINA OX0-CLUTARATO
AMIDATRANSTERASE HOS TLCILDOS DO FPRUTO DE
SUJA.

Medida realizada com 44 dias apocs antese,

TECIDOS ATIVIDADE (umol /h,tecido)

YVagem y
Cotilédones 0.4 0
Tegumento 0:40
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Com o desenvolvimento da Vagen "

teor de ureidecs aumentou rapidansnte, alcangando quanti-

3

dade maxima, 22 wmel/vagem ne 349 dla apos a dntese nas
plantas noduladas e de 0,13 umol/vagen no 389 dia, nas
plantas nag-noduladas. Este wvalor representa uiméa
difevenca de quase 200 vezes menor do gue & juantidade
encontrada nas plantas noduladas.

Na figuva 21, estac representadas

o
ot -

o s ﬁw — ¥ oy p— - el
quﬂnﬁkuadﬁg de ureldeos encontradas noes de

Ny g o R R . - B S WA R R
mlantas noduladas e nao-nodililaids., Nesten
i

L . . o
quant i dade de ureldeos gue e VA Laou T QO
kL LI &

£

diferenga guanto a lorma

curvan para os dols CEB0G .

Nos cotiledones de ple a ocuantidade de

b * ; ; b B e
ureldeos continua aumentando duranie o periode de  desen-

.
- - I [ - o
dia, quando ge fez a ulTlL

voelvimento do fruto, ate o 7256

o " .

nao fol obgservado nos

ma Aosagen.

guantida

rotiledones de plantas noduladas, onoe

de de ureideos fol determinada no nao

caindo em seguida a praticamente Zero o 579 dia, gquando

se fer a dosagen final.
Na {igura 27 esta representada il

quantidade de uretdeos encontrada nos tegumentos de plan-

. C e W s
Verificaram—se nivelrs o

tas noduladas

kgF N o~ oy " -y
ureidecs bem baixos no tegumento de plantas nao=nedulas

dag, quando comparado CON as
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. L - e
wima de ureldeos encontrada no tegumento de plantas naoc-

wnoduladas fol de 0,08 umol por tegumento no 359 dia, ovon

rende loge apos uma queda sepuida de wm aumento ate 0,03
umol, estabilizando-se ate o B59 dia, e finalmente uma

e
H

queda no 739 dia, quando feu-se & nltima dosapem, HNog te

=

gumentos de plantas noduladas o teor maximo de ureideos
coorreu no 249 dia, com cerca de 0,10 umcl, caindo apos
e logo aumentandc para cerca de 0,1 umol. A partir deg-

se ponto caiu ate o 679 dia, guando féz=-5e a Ultima dosa-

gen.

Comparando oo fecides de

duladas e nao~noduladas a

aguele que apresentou © maior teor de ureldeos.

o
" o e gy gt o s S
6.7 = AMInNoaclaos

exiat

AA

te nos tecldos de Frutos plantas noduladas @

S e q ey g b y a4 L
Tiguras 2d, 2H, 25 B

onde pode-se observar 0g sogul na  vagen

das o Fod rem

de plantas nao-nodule

mais alto do que na vagem de plantas noduladas, onde este

nivel foi cerca de 10 vernes menor (Filg. 737, 0 teor de

aminodcidos em vagens de plantas nao-nodu

ladas atingiu um

it o,

maxime de 6,7 wmol/vagem no 319 dia apos 4 antese caindo




FIGURA 23 - NIVEL DE ANIMOACIDODS LNCONTRADG NA VAGEM DU-
RANTE A ONTOGENIA DO PRUTO DE SOJA NODULADA

{ O3y B HAO=NODULADA  { [hemeed] 3
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. e s il s
a partir desse ponto ate o nivel minimo, gque ooorreul no
73¢ dia, guando foi realizada a ultima dosagen, £m cone-

Traste, 2 veagren cle

plantas 0,7 umol / va
gem, no 34% dia caindo a partir desse ponto. Como pode-

~se observar, nestas plantas o nivel de aminoicidos  foi

bem inferior do que agquele encontrado na vagemn de plantas

o teor de amincacidos

igura 24 mostra

nag-nodutadas. A
existentes nos cotiledones de plantas noduladas e nao=no-
duladas. Fara os doils grupos de plantas o nivel de ami-

noacidos nac foi muito diferente ate o 509 dia. Fritre-

P : i v a . CO . "
tanto, a partir do 5¢9 dia o nivel de am nog co-

malor, ane-~

o .y W . e :

tiledones de plantas nao-nodulad
. . -w* - - _

gando a atingir o nivel maximo de &,2 pmol em contragte

com 4,3 umol nas plantas

o8 resul

tados das lo teor d Xels
nos tegumentos do noduladoag e so-noduladas. s
e

.
T S
nes dols

o . e T T e e e T
nivel de amincacidos nace ol mulito

oML Nnda

pos de plantas, os quais

epoca de maturagac do fn

um teor de §,9 umol/

Foram coerentes

come nao-noeduladas.

haixo nestes tegl-

Th

com o teor de ureldeos, que tambem I

dos, embora com niveis mencres nas plantas nac=-noduladas,
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nas encontradas neos tecidos de plantas

2 nao-
-noduladas estao grafilcamente pepresentadas nas figuras

26, 27 e 28,

Vagens nao

0 teor de protelnas n

variou multo entre oz dois grupos de plantas, com diferen

]

fa
Tt
o
.

ga de aproximadamente 100 ug (¥ig. 2oaunento ne

e - « . - . ,1 “
teor de proteina occorreu nas fases 1nlCials desenvolvi

e e g - SRS S .
169 au noduladas &

mento da vagem, entre o

anordo

21% dia pera plantas nac-noduladas, o qua esta

com oz dados de peso

- ! E U T LU
508, G oavel G Ag)f?:"f) Ceina

OO em Rae

Ao entre o 2859 ao H0Y

I
y

guida até o final do per T

plantag noduladas e 739 dia para

ot o
encontradas no teor de proteina dos Dlan-

)

tas noduladas e nao-noduladas. O navel ¢

54
{

kad -
le proteina atin

gido fol mais alto nos cotiledonos de plantas  nao-nodula

das do que nas noduladas, atingindo 15,0 mp no 649

nas plantas ndo-noduladas, e 12,9

w

- P 4 Rl w ;
tas noduladas. 0 iniclo de acumulo de proteina  ocorreu

inicial de crescimento

no 35¢ dia, correspondente a
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ad ¥

dos cotiledones {o.

xa alta de acimulo

do de maturagao dos frutes (079 dia) ocorreu uma peguena

queda no conteude de proteina, para ambos 08 Cas08. A

figura 28 pepresenta a concentracao de proteina encontra-

da no tegumento de plantas noduladas ¢ nao~noduladas. Heg

= :
rotelna most

se caso as variagoes no teor de moum Con

que o Te-

ortamento irregular, evidenciando,
(3

gumento de plantas noduladas PG

I, b2 T S R
FETE RS R SR TR S R . N

- . PR
teina mals altos do que oy de plantaxn
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TV, DISCUSSAQ

0 presente trabalho demonstrou a presencea

das enzimas alantoinase e asparaginase nos tecidos do fru

adamente,  da

to de soja. Analisando-se os tecidos sepa
vagemn, dos cotilédones e do tegumento, detectou~se a pre-
senga da alantoinase em todos eles contrastanto com ]
asparaginase que nao fol detectada na vagem, apenas nos

cotiledones e tegumento.

e " g
A ausgencia de asparaginase na vagem esta de

Doe JUY O (raR1y. Dates auto

acordo com og dados de TRELAL
reg demonstraram a presenga dJde duas enzimas en ervilha

capazes de metabolizar asparaginae, asparaginase ¢ a agpa-

+ ¥ i . Cal “
ragina aminoetransferase, e observaram altos nivels da se-

biog

gunda enzima em folhas e e da primeira em  Semen-

tes imaturas. Os dados udeo com erviiha sugerem

o8 3 engie

e

1
T E

.

ke "'* PO, . . h
que tecidos que possuem altos nivels de uma &

mas, apresentam apends tragoes de cutra,

Fol detectada, pelas primeira ves neste tra-
balho, a presenga da enzima asparaginase em cotilédone e
tegumento de frutes de soja, embora sela conhecida sua

presenga em sementes imaturas de varias outras legunino-

sas (ATKING et al., 1875y LEA ei al., 1978; SODEK ¢t

al., 19803 IRELAND e JOY, 1981%. As altas atividades



ok

encontradas na semente de ervilh e ima

de grande quantidade

seria responsavel pela metabolizags
de asparagina translocada para os frutos, uma vezr que G

e muito haixa

senta abtivid

naesses tecidos (IRELAND e JOY, 12811},

Uma outra evide envima desam

penha papel importante no ina trans

a ooncentra-

locada para o fruto prende-se ao fato

cao de asparagina preser g

b
Eu Al g

tos, fel calculada en

19753, valor este benm ocorre

nags semenies. Portant ST ptal T i
trados no floema permitira a enzima funclonar com grande

eficiencia.

A presenga da enzima alantoinase nos

da vagem, dos potiledones & do e

©

nao havia side constatada. Apcs a

haiho, THOMAS e SCHRADER (19817 relatarem sua presenga en

. . . , -
taecidos do fruto de soja. A desza enzima  ja
era conhecida na folha e caule de goja (TATTMAE e  YAMAMO-
TO, 1975 e TAJIMA et al., 1977), e de cutras especies

(VOGELS et al., 19665 SINGH, 19685 ORY et «l., 198%), co-

mo tambem nos Irutos de Vigne wnguiculala (ERRIDEL et

al., 1978).

associaca
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1971, THOMAS e SCHRADER (14950, 1981)

engima pode estar srganslas

3

desses tecidos. Entretantce, negte tudo com soja nao

g ke g 7 1 [ [E A
triton A-100 Foi -

W.Jk
%
p%

se observou maior atividade q

E gotubilidade

do no tampac de extragiac, o g

de estruturas membranosas.

5 de Bola

A alantoinase extiraida de
tem um K para alantoina de 6,7 mM (FRANK e¢ al., 19633
e 14 mM (VOGELS et al., 196&), enquanto que este valor
foi de 46 mM para a enzima de Phaseclus (VOGELS et al.,
1966), 13,8 mM pava Mlednus  (ORY
para ervilha (SINGH, 19683, 0 valor

no presente trabalho, 15 mM esta ne

za daqueles citados na literatura.

dcs das d@?wﬂnﬁnqﬁnmm da atividade am da conoentpa

@ C;Ya 82

T

Cao (Fig. 8) pode~se ohoervar
hifisica, caracteristica esta gue se vepetiu varias Ve

tal comportamento po-

de ser a existencia de duas
outra com baixo ng embora nao se
i

na literatura que sustentae e

e

crepancias nos valores encontyadc

fletir diferentes quantidades das nos

diferentes tecidos. No caso deste T



94

wsado para achar o K (Pig., 9) nao levou em conta os pon-

£

mird

tos da segunda parte da figura § o

to o valor do Km’ Um Kw alto para slantoinase, poderia
significar uma baixa eficiencia da enzima in vive, THOMAS

" N bl
alantoina

g SCHRADER (1981) calcularam a concentpag
em folhas de goja em torne de 1 mM e sugeriram que a enzi

.

anela maxima, a nao

ma pode nac estar operando com eflic
ser que o substrato esteja compartimentalizado numa orga-
nela, por exemplo, juntamente com a enrima. A concentra
¢io de alantoina no floema & desconhecida, mas se for da
mesma ovdem da agparagina, 30 m  (ATKINS et al., 197L),

a enzima do [ruto poderia funcionar com grande eficieén~

Quanto ac dH otimo da enzima elantoinase nao

encontrou-se,pelo menos na literatura consultada, um esty

do acbre este paramstro. A maicoria dos trabalhos  sobre

o assunto cita a metodelogla do grupo de 5, que uti-

liza tampao com pH 7,8 para o ensaio dessa enzima, Ree

centemente, THOMAS e¢ ol., (1981) descreveram aiguns deta-

lhes pava a purificagac da alantoinase de folhas de soja,
e verificarvam um pH oTimc de 8,0. Yalor igual Feod
encontrado no egante trabalho.
0 padrao de toinase e
: = ¥ ¥ i ol e g i . o - N
asparaginase nos varios tecidos analigados durante a onto
genia do fruto de soja foil para




plantas neoduladas e neo-noduladan. Lo substratos, alan-

b » ®
D L LINLINCE

toina e asparagina, para estags duas

pals compostos nitrogenados translocados para o fruto des

ta especie. No caso de plantas noduladas ¢ bem conheci-

o . W
do que os compostos predominantes sao 08 urelc

toina e acido alantoico) representando 86% do nitrogenio

translocado (MATSUMOTO et al., 19753 MATSUMOTO et al.
3 3 x

18775 FUJIHARA et aol., 19773 MATSUMOTO et al., 18783,
For cutro lado, pelo fato de haver muitas evideéncias mog=
¥k

aft i e Rl @
trando que os ureldeos sao produtos da fixagao de nitro-

génio (ISHIZUKA, 1977),em plantas naoc-nodule

& reduzide a tragos,

T . - " o o e T
das com NO%’ seu nlvel ne transloco
ficando a asparagina como o composto nitrogenado predomni-

nante.

Intretanto, esta mudanca drastica na nutpi-

giao dos frutosm, constituida de principa

em plantas noduladas, ina com tragos de urei-

deos, em plantas nao-:

aparag ~imento das enzimas alantoinas

tecidos de vagens, cotiledones e

ontogenia do fruto,

wina conclusdao dian-

ey 4o pe B -
Torna=-se dificil

te do resultado negativo pols pode significar gue ag duas

. it o

enzimas sao constitutivas, isto e, sao produzidaes indepen

dentemente da presenga ou ausencia do subgtrato, e portan



[
L3

e s e, . - - oy -

to a sua sintese nao e induzida pelo megmo. For outre ia
- P 4 i

do, as peguenas gquantidades de ureideos no translocado

en plantas nos-

das plantag naco-noduladas, e de ¢
duladag, podem ser suficlentes para efetuar a indugao da

@nsima .

Embora o padrao de atividade para alantoina-
se e asparaginase, nos varics tecidos do fruto de 5OT 8,

tenha sido semelhante para plantas noduladas e nao~nodula

&3

11

das, houve diferengas em certos aspectos. 0 mails eviden

te ocorreld entre as curvag de atividade da atantoinase

il

obtidas da vagem que, além de nac alcangar

%
3

!

Qo IMesno naive

de atividade de plantas noduladas, o valor emn plantas nao-
-noduladas cain no 359 dia, 11 dias antes da queda regis-

trada para as noduladas.

Penomeno semelhania oooyeed nos cotiledones,

L

embora a diferenca no momento em que se produziu a  gueda

de atividade tenha side menor. Teto pode gignd

a diferenca vegilstrada para alantoinase, entre as plantas
noduladas e naco-noduladas, seja um reflexo real das quan-
tidades de ureldeos transiocados para o fruto. Entretan

to, torna-se necessario uma certa cautela ao se tTirar

refletir
uma taxa de desenvolvimento diferente entre os frutos dos

dols regimes.

Embora o experimento com as plantas nodula-



o S U V. SN SR VAU TR N L BT SN I E
das e naco~nodulades tenha sido conduzido simultaneamante

£

e, portanto, as condicoes de cultivo plantas tenham

v

sido os mesmos em termos de luz e temperatura, houve real
mente diferengas na taxa de degenvolvimento dos frutos,

cag de peso fresco das va-

que foi evidenciado

¢ osua ontogenia (Fig., 14). Fi

rias partes do fruto durar
cou evidente que o aumentos de pesc fresco no inicic do
desenvolvimentc do fruto occorreran em épocas semelhantes,
enguanto que o maximo (cotilédones), e a subsecuente que-
da (vagens), ccorreram antes para os frutos de plantas no

contréario a situa-

duladas. Late resultado €

chegou ao valor

cac da enzima slantoinase,

maximo, e com subseguente gueda, mais cedo para olantas

nac-noduladas.

idade fisiclogica, a diferenga entre as curvas de ativida

de para alantoinase (coliledones o vagens) sela malor  do

que uma simples comparagac indicade pelas curvas.

No caso de cotilédones esta ideia & reforga-
da pelo fate de que as curvas de atividade para asparagi-
nase gao contrarias as de alantoinase, isto &, a ativida-
de permanece alta durante mais tempo em plantas nac-nodu-
ladas (Fig. 19). Este resultado sim, pode ser um refle-

envolvimento do fruto. e

?!‘

xo da diferenca na taxa de des

qualquer forma, a inversac no padréo de atividade entire

asparaginase e alantoinase e uma outra indlcagac a



lones de plantag

queda precoce da alantoinase em colils

. o +«* 5
TOMeNnaG nac C‘ST)@lel.fl““

nac-noduladas nao sela devido a um e

OO, Infelizmente os dados recentes de THOMAS e SCHRADER

(19€1) sobre a atividade da alantoinase em frutos de soja
nao ajudam neste caso, uma vexn que estes aultores nae estu

daram a soja nao~nodulada.

0 padrao de atividade da asparaginase em co-
tiledones e tegumentos do fruto de soia foi semelhante pa

N

ra as plantas noduledas e nac-noduladas, porém houve algu

mas diferencas notaveis do padrao encontrs por S0DEK
et ql. (1980) para ervilha. No caso de searvilha (S0DEK
et al., 1980) fol constatada wuma alta atividade de aspara

snvolviments dos oo

ginagse no tegumento, no infeio do de
tilédones, justamente quando hi presenca do endosperma
1iquido. No tegumento de soja a atividade desta  enzima
foi extremamente baixa nesta fase, embora tenha ocorrido
Ll aumento razoavel no fim da ontogenia do fruto, quando
o cotiledone se aproximava da fase de maturidade. i inte

regsante notar que o desenvolvimento da gemente de SO3a

tem uma diferenga marcante com aquele de ervilha, no gen-

LI A “ it
tido de nao apresentar uma fase com volume grande de i~

quide (endosperma). Tal liquido, gue & bastante eviden-
te em epviiha e ILupinus Dor exemplo, e cophecido poT
possuir varios nutrientes como amincdcidos (FLINN e PATE,

1968 ATKINS et al.., 1975},



g
PATE, 18735 ATKINS
B0 omM oa 100 mM oou mails,

-

1}}:{ lﬁidG . MLIH\RAY [

raginase do tegumento de ervilha funcicna no metabolismo

¢, sendo pesponsa-

de asparagina translocada para a

vel pela formagao de ambnia encontrada no endosperma 17~

guido.

De certa forma, cs dades obitidos com SCa

neste trabalhe, estao de acordo com esgta hipotese., A bal

xa atividade da asparaginase no te

cia de uma fase com guantl

choampardad L

pode significar, de uma maneira

penha a fun-

nase no

o proposta por MURRAY e

Em adigao,

drao de atividade para a

melhante ao de sofa, €&

3 pulgaris

esga especie tambem nao possue um endogpe

Aceitando-se a evidencia

58 € 4 4dspar “’ZLI”IE‘:E = s‘e*‘;sm I’Q‘immm yals

de alantcina e asparagina no frute de soja, &
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£

rar que essas enzimas levam o lormacdo de amonia de acor-

do com os esquemas abaixo:

T uprela
g

alantoina S goido

-

(alantoinase) (alantoicase)

ot s o
—————> NE, = GLY > GLU

(urease) (657 (GOGAT)

R BN A F W o R — Iy NH [ ——— S-S ) 1 31
e ; -
( ST A 'i VS ) o OTATOF
A AR BT REE o [ b Tl }

Dbeserva-se que,

-

e reassimilada via glutamina sinte

trabalho constatamos a presenga

tecidos do frute de
desses compostos pode funcicnar da manelira
no esguena aclma. A reassimile

ma GS/GOGAT e importante para

g 4 = ke a
trogenlio na formagao de aminoacido para o sintese de pro

+telna de reserva nos cotiledones. Lmbora a

g0 ANV ” 25

mato desidrogenase possa

de G5/GOGAT, uma revisac do assunto e LEA, 1075),
glutamato

fun
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A taxa de actmulo de proteina nos
nes calculada pelos dados expressos na figura 27 fol de
0,5 a 0,8 mg de proteina por dia. lato representa LI
actmulo de nitrogenio de orden de 0,5 a Ueb umol por  ho-

ra, por 2 cotiledenes {(expressa do mesma [orma da ativida

de envimatical.

Todas as enzimas dosadas mostraram ativida-

deg acima ou proximas deste valor, levando em conta gue

]

as enzimag alantoinase, asparaginase e GOGAT catalizam

reagoes envolvendo bk, 2 e 2 moles de nitrogenio por mole

VA - 1 Fo -3 o - @ il
de substrato, respectivamente, Sepuindo este racloci-~

]

nio, & asparaginase o a GOGAT f

STEANL A5 ennm

que  apre-

nitrg-

sentaram atividades proximas a taza de acumulo

genio, mas nac chegaram a ser limitantes,

As medidas do teor de ureideocs nos tecidos
do fruto durante sua ontogenia nao mostraram diferencas
pronunciadas entre plantas noduladas e nao-noduladas. No
caso dog cotilédones (Fig. 210, og niveis repistrados fo-
ram semethantes para os dois grupos de planteas enguanto

- '“’"1 e g
e urerdeons fol

e no tegumento (Fig. 22} a quantida
cerca de trés vezes malopr para plantas noduladas, Apew

nas na vagem (Fig. 20) fo:

;_.g
I
ot
+
-
Qi

Cote fato de certa Forvme
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abjetivos do presente trabalhc, que fol de verificer O

comportamento da enzima alantoinase nog frutos de 073,

justamente nas condigoes de altos e baixos niveis de subs
trate (ureideocs). A pequena diferenca no padrao de alan
toinase para os cotilédones, discutida anteriormente, ndo
pode ser relacionada com a concentragao do substrato, &
nao ser que exista compartimentagao de alantoina cu, pro=-
vavelmente, um efeitc mals associado ao influxo do subs-

trato para a semente do que a sua propria concentragao

LT erna.

e

A diferenca marcante observada na concentra-

=

b oo . - . P ry e T e oo o o gy oy ) i g ey e
gao de ureirdeos na vagem ol ague.id enpardada e, portanto,

nao invalida a discussac anterilor em torno da  comparagac
do padrac da enzima alantolnase para plantas noduladas e

nac-noduladas.

Embora a producic de ureidecs estela associa

da com a fixagao de nitropenio (ISHIVUKA, 12775, no pre-

sente trabalho nao fol possivel o obler
b

SOANCOen Lo -

talmente livres degses composios. A

das pava evitar a nodulagio e, portanto, que as  plantas
obtivessem nitrogenio unicamente a partir da fixagao  de
nitrogeénio, apaventemente tiveram exito. Aggim, a capa-
cidade de reduzir acetileno fol abailxo deos limites de de~
ﬁ@cggo {Fig. 6 alem do fato de que nao se verificou )

cultive das plantas nao-

presenga de nodulos., O
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-inoculadas na presenga de nitrato o um fator Importante

para evitar a nodulacao.

Como o presente trabalho demonstrou (Fig. 2)
o cultive de soja incculada, em presenca de nitrato, pro-
voca inibicao da nodulagio, sendc que a concentracio mals
alta usada, 15 mM impede, gquase que totalmente, a forma-
¢ao de nodulos. bste efeito do nitrato sobre a nodula-

-

o ja € bem conhecido (MATSUMOTO et al., 1977 by MeCLU-

W

RE e ISRAEL, 18793 PATE et al., 1880}, ¢ a aplicacao do
nitrato a plantas noduladas também inibe forltemente o pro
cesso de fixacao de nitrogénio (MoCLUREL e TSRALL, 14979,

MANHART e WONG, 1980). Existen duas teorias guanto a

inibigac da atividade do nodulo em presenga de  nitrato.
A primeira atribue inibig v wma diminuigeo no su-

primento de fotossintatos para o© seu con

sumo no processc de redugac de nitrato na ralz

e PATE, 18717, A segunda envolve um efeito mails direto,

e atribue a inibicao a formagao do nitrito pela redutase

TR

de nitrate do bacteridide do nddulo (CGIBSON, 1976)., Uma,

vez que o nitrato inibe nodules oriundos de estirpes  de

s

Rhigobium livres da redutase de nitrato (MANHART e WONG,

1860), e o nitrato nao inibe a fixagac de nitrogenio quan

do sacarose é fornecide ao meio (WONG, 1
meira alternativa provavelmante correta.

Ae

Fn termos de plantas nao-noduladas tratadas



$t
fa"
(&

il “ - - 4 . 4
com nivels crescentes de nitrogenio, os dados do presente

trabalho (Fig. #), mostram uma tendencia para niveis mais
4 Lad " - N o
altos de ureideos justamente nas plantas recebendo a

10 as plan

maior concentragac de nitrate {embora com relac
tas noduladas, estes niveis ainda sao baixos). bDados se
melhantes foram obtidos para plantas nao-nodulados de
Vigna ungutoulata por PATE ot al. (19803, e talvez seja

o E‘;

relacionado ao maior vigor das plantas cultivadas nesta:

condigoes.

Portanto, o cultive de plantas nac-nodula
das, com niveis baixos de nitrato, resultaria, possivel-
mente em plantas mais deficientes em ureideos. Por ou-
tro lado, o desenvolvimento da planta seria afetado pela

.

deficiencia do nitrogenic, talvez trasendo mais

peed

problemas

do que vantapgens.

Pelos trabalhes consultados na literatura,

o R a . N .. . LT .
a total ausencia de ureirdeos em plantag rao=giocndadd

gseja da solja ou outras leguminosas produto

deos, nac foil demonstrada.

Estudes recentes utilizando exudato do xile=-
ma de soja (McCLURE e ISRAEL, 19793 e Vigna wnguiculata
(PATE et al., 1980), vevelaram gue plantas nao-noduladas
transportam menos gue 10% (soja), ou apenas tﬁag@@ (Vig-

na), do nitrogenio em forma de urelideos. Apesar disso,
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os niveis de ureideos encontrados en cxlratos de ocaunle,

raiz e folha sac pouco diferentes entre plantas mémwmodﬁ

ladas e noduladas (PATL et ol., 1980). Tato sugere que

as varias partes da planta tem capacidade para sintese
)

de ureldeos a partirv de outras Fontes de nilrogenio (PATE,

149803, ou gue sua producac pelas raives, mesno que bailxa,

L -
acumular ureldaos.,

mos T

Qs presentes

- ‘ . . ‘ -
que o acumulo de ureldeos nas varias partes da planta nao

refletem ag quantidades transicc 5, embora, em

malores emn tecidos de

tenhar sido encontradas guantilds
piantas noduladasg. As diferences menores foram encontra

gatas

das para folhas e caules, embora em

possam ser maiores (MATSUMOTO et al., 1977 a e B,

-

Py . - © kS

Uma diferenca grande entre s nivels de urel

dens encontrades em plantas noduladas e naco-noduladas oo~
k

mo ocorre no exudato do xilema, pode ser utilizado COmG

um parametre de avalliageo da eficiencia da fixs -
rpagenio de plantas cultivadas no oo
4 !
Trabalhos con exudado do e Vigna

unguiculata (PATE et al., 1980} most

M o
de urerdso & &

entre a porcentagen de

NI

concentracac de nitralo na solugao nuir



to, a coleta do exudade de plantas cultivadas no campoe €
pouco praticavel. Pelos dados do presente trabalho a
analise do conteldo de ureideos nas vagens pode ser mais
riavel face as grandes diferencas registradas entre plan-
tas neduladas e nao-noduladas. Cutros dados do presente
trabalho (Fig. 47 também apresentam uma corprelagac invepr-
sa entre o nivel de ureldecs ¢ o grau de nodulacao das

& e

plantas (em niveis diferentes de nitrato).

N W N N e - oo )
Ug navels de amincacidos livres nas Vags

et}

&

jize
©
b
i

. . a - ", e }
foi o inverso da situagac com os ureideocs (Fig. 20) sendo
as plantas nao-noduladas as mais ricas. Portanto, a sen
sibilidade do metodo pode ser aumentada se for considera

oy o g F oy . S . [ o ] s g
da a relagac ureidecs/amincacidos, ao inves de simplesmen
il e < . .
te o8 ureideos. A analise da vagem Tem oulra vantagen

et et * - " 3 . -
que @ a nao destruigao da planta na hora da amostragen,

Entretant seria necessario um estude mais

detalhado, inclusive calibracac com o metodo de reducao

N

quantc a utili-

e Wma Oan

de acetileno, para cl

zagao do metodo.



V. RESUMO

# - .
A sintege & acumulo de

T Demente neocen
sita de um grande suprimente de nitroponio reduzido, Hor

malmente o transporte deste nitrogenic de outras partes

da planta envolve

A fixagao de N, pela assoclagZo simbidotica soja-

~Rhaiaobium cultivada em meio sem fonte de nitrogeénic mine

i uraeldeos

ral leva a incorporacaoc de N

. +* il - who, B . - - .
(alantoina e acido alantoicol), que forman oo DUANCLDALS

VoL

compostos nitrogenados encontrados n transporte

NI PR, [P P oy e
cutro iade em sota oul

de plantas de soja neduladas.

tavada na ausencia de Rhdzobium o ©

il

nitrogenio, a asparagina € a

nante nags vies de transporte

0 acumulo de protel

dependera, portanto, (o aproveltamnern
k ; ¢ i

> o oy e . !
niatrogenlo para & sintese de

Os obijetivos deste trp amer -

pente envol-

te, verificar a presenca das

.

vidas na utilizagac destes

@ asparaginase). Segundo, investigar o o -

e

noipaimente de uprel

danga noe transporte

(nao=-noduladas)

deos (plantas nodula
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sobre a atividade destas snzimas durante a4 ontogenia  do

cotila-

fruto, especificamente nos tecidos da vapem,
dones e do Tegumento,

o

A asparaginase fol dosada palo método radiométrl-

coy apos a separagao do produte por cromatogralla, enqguan

to que a alantoinase foi dosado medindo~se a formaciac do

produto apbs a transformacac em glioxiiato,

Erncontrou~se atividade de ambas enzimas em To-

dos os tecidos do fruto, a nao ser da onde nao

O
ﬂ{fk

detectou~se atividade da asparag

Antoinags e MO~

Tanto a enzima al

trayam baixa atividade no tegumento, coorrends apanas  um

Deguenc pico mals no fim do envolvimente da semente,

tanto para plantas noeduladas oo A Ve
gen e cotiledones a atividade L Fon IR

alta durante a fase de acumuio de proteina.

de nos cotiledones, por exe

acumutio de

" o “’ 3
cambem fol

Comparande as curvas de atividade obtidag par




alta (vagem e cotiledene) duvante mais teumpo na planta

nodulada (apesar da maturacio tor  oooprido mais
Por outro lado, a asparaginase (oolilddenes) manteve a
atividade alta durante mals tempoe nae nio-noduladas. Foi
discutido o possivel significado deste regultado em  ter-
mos do fluxo de ureideos e asparaging para og frutos,

4 + i o o 2 .
Quanto aos nivels de urerdeos e amincacidos nos

o
i

deos, ape

tecidos do frutce, oz dados mostrar que g ures

o

sar de estarem assoclados com a atividade do nodulos, fo-

i o o
ram presentes em niveis nao egsperados nas
plantas nao-noduladas. [, destes tecidos apenas os da

2 + ~. - .
VaAg em mogtraram nivels de ureideos Dem

nas plantas neduladas comparado com as

que tanto nos cotiledones como no tepune

L R o ) .y -
ureideos foi baixo e semelhante para os

interessante ocorreu com o nivel de amino:

o . . o .
geralmente o Lnversc dos b6, encontrando-se  niveis

mails altos destes nos tecides de plantas nac-noduladas,
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VI. SUMMARY

The synthesis and accumulation of reserve proteins

in seeds require a large supply of » d nitrogen.
Generally, the transport of nitvopen from other parts of
the plant involves a few gpecific compounds, the nature of

which depends on the sgpecies and growth conditions,

T
i
4

pi
association with soybeans, cultivated in the absence of

The fixation of N, by Fhitzobium in symbiotic

mineral nitrogen, leads to the incorporation of atmospheric

nitregen in ureides {(allantein and allantole acidl, These

COMpPoOnents

compounds form the main

transport stream of nodulated soybeans. UOn the other hand,

soyvbeans grown in the absence of Fhizobdium and with N0z
nitrogen scource, contain aspavaeapgine az the predominant
transport form of nitrogen.

The accumulation of protein in the fruits of such
plants will depend, therelfore , on their ability To utilize
these compounds for the synthesis of amino acids.

The objectives of the present study were: fipst,

demonstrate the presence of tThe enzy

soumed

(i.e, allantoinase and

in the utilization of these compoundsz

asparaginase). Second, deter the ‘oot of this drastic

o

change in the ftransport of nitrogen from mainly ureides

o be involved
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ogine {non-nodulated plantgl) on

(nodulated plants) to aspa

the appearance of these enzymes during fruit ontogeny.

specifically in the pods, cotyledons and tepuments.
Asparaginase was assayed by a radicmetric method,
involving the separalion of the nroduct by chromatography.

Allanteoin was assgayed by measuring

product by a differential glyoxila
Activity of both enzymes was found in all tissues
of the fruit, except in the pod where no

was detected. Both allanioinsse and &

low activities in the tegument, producing

near The and of sead nocdulated and

non=ncdulated plants In

=

of allantolnase wepe found,

activity in the

scoumulation. Aspareginase activity w

this period of cotyledon d

e
s
=
[l
5
-
-
T
-
T
=
.
x

avelopment,

L.

activity was lower, being simliar 1o the rate of

gocunulation.

o T e g eebe D oop A Gy e e e e e P
A ecommarison ol the activivy pat T eTE Ty

T e b T ] ‘: gl il " - e
idrtie qifferance

nodulated and non-nodulated

ey oy A

except for a tendency for allantoine

2y peErlou

and cotyledons) over a 1or

This cccurred 1n spite of a



fruits of nodulated plants.  Un lhe olher hand, asparagiloase

(cotyledon) maintained hiph activity over o longer period
the non-nodulated plants. The possible zipnificance of this
elffect was discussed In terms of Lhe supply of ureides and

agsparagine to the fruits.

As to the levels of ured and amino acids in the

various frults tissues, the data show that the ureides,

"+

despite their association with nodule activity, were present

in levels above that expected for non~nodulated plants. Of

the fruit tissues only the pods presented a high level of

ureides (200 x) in nodulated pla il Lo non-nodulated,

since low but similar levels were [ound in the cotyledons
and teguments of both plant types. 12 is noteworthy that the
level of free amine acids was gencrally the inverse of that

for ureides, since higher levels were found in frults of

nen~nodulated plants.
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Nodulada Nao-nodulada
U Cc o T T B G U c o T T E G
ﬁ Grgdo Grama Orga o Grama ﬁ Orgdo Grama Orgdo Grama
26 0,033 3,300 - - 25 = - 0,010 2,180
34 0,824 0650 0,035 2,150 31 0,034 2,850 - -
39 0,920 1,560 0078 3,540 35 0,060 2,550 0,040 3,350
&8 0,530 2780 5077 1.660 39 0,110 4,700 0,070 2,780
3 0,330 1.350 0,087 1,271 43 (0,370 3,100 - =
¢ 0,250 1,180 0,180 6,100 51 0,370 1,600 0.08% 1,850
67 0,010 0,080 0 0 59 0,380 1,400 0,202 4,200

65 0,205 0,620 0460 5,000

73 0,040 0,230 0 0




