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1. INTRODUCZOD

Estudos om sreas de bioquimica, genetica 2 agrono—
miza tem despertado enorme interesse com o ohietivo de melhorar a
proteina de vegetais no que diz respeito & qualidade e quantida~
de. 0 interesse deve-se ao fato de que cercs de 70% dos alimentos
protéicos consumidos pelo  homem s3o de ovigem wvegetal (AU,
1973). Estes alimentos protéicos s83o proporcionados, na maior
parte, POy Ceresls € leguminosas. Dentre as leguminosas mais im-
portantes economicamente, a soja apresenta o maior conteddo pro-

teico que situza-se entre 35 a 50% (HARTWIG, 1949).



A swoja & entlo apontada, com &nfase, como um daé
graos capazes de ajudar amplamente na produgfo de alimentos. E o
Brasil como grande produtor mundial muito podera contribuir wvi-~
sands concvrefizay este obietivo., A produglBo brasilesiva de zojs,
que fol de pouco mais de 300 mil toneladas em 1973, saltou para
18 mwmilhBes de toneladas em 1987 colocando o pais como Ssugundo
produtor mundial, de acordo com dados publicados na imprensa.

A possibilidade da soja formar associagfo simbio-
tica com Rhizobium rermite 2 esta espécie fiwxar N atmosférico o
que dispensa a utilizac3o de adubos nitrogenados.

A soja possui dois processos assimilatorios de ni-
trogénio: fixacdo do Np e reducio do nitrato. Dependendo do pro-
reeso  assimilatorio os produtos nitrogenados de transporte podem
snvalver substincias diferentes.

Indmeros trabalhos tem demonstrado que 05 compos—
tns principais de transporte paras plantas de soja noduladas sao
ns ureidens @ para plantas nio noduladas € a asparagina (p.ex.
MATSUMOTO et al. 1%974; HMOCLURE e ISRAEL, 197%).

Levando-se em  conta gue o metabolismo no  fruto
desses compostos de transporte no & ainda satisfatoriamente co-
nhecido e que deve ser intenso, devido & sua importancia funda-
mental para a formac8o dos aminoacidos utilizados na biossintese
de proteina de reserva nas sementes, busca-se informacdes mais
elucidativas sobre o assunto.

£ conhecido aue o metabolismo desses compostos tem

inicio pela acBo das enzimas asparasginase {(no caso de asparagins’
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g alantoinase (no caso do ureideo alantoinal.

£ conhecido também que estas enzimas tem seu nivel
de atividade bastante aumentado nos cotilédones, durante o desen-
volvimento da semente de soja (THOMAS 2 SCHRAEDER, 1981 e GOMES e
SODEK, 1984}

tim dos pontos de abordagem gue suvrge em torno des-
se assunio, e que nin foi sstudado por nenhum outro laboratorio,
diz respeito a natureza do aumento no nivel de atividade das en-
zimas citadas.

Questiona-se @ as &#nzimas Ao constitutivas ou
sg &80 induzidas pelo seu substrato.

A dnicas tentativa para elucidar estas questbes foi
realizada por GOMES e SODEK (1984), utilizando plantas de sods
noduladas @ n2o noduladas. Neste estudo 2 atividade de alantoina-
se e asparaginase fol acompanbada nos frutos durante o seu desen-
volvimenta em fungio do composto predominante de tEtransportse,
ureidens por um lado (plantas noduladas) & asparagina por ouiro
{plantas n8o0 noduladas). No entanto, nio foram obtidas evidéncias
de =algum efeito de fonte sobrve as enzimas, talvezr em razio da
complexidade do sistema utilizado., Em slantas intactas, apesar da
predominancia de uma forma de composto transportado € inevitadvel
a presenga de outras como constata-se em plantas de sojdas nodula-
das onde a presenca de asparagina juntamente com ureideos € bas-~
tante significativa. Um segundo aspecto que evidencia a comple-
widade do sistemsz ¢ o de gue a metabolizagin dos compostos de

ftransporite pode ocorrer total ou parcialmente em diferentes par-—



tes do fruto como constatado para ureideos (RAINBIRD et al, 1983
2 1984). Isto ctoloca em ddvida a natureza do composto nitrogenado
aue chegn hs sementes.

Uma maneivra de evitar ectes problemas € a possibi-
lidade do cultiveo de cotiledones imaturos de sojs in vitre com
fonte Jdnica de N que parece ser o sistema ideal para tais estu-
dos .

THOMPSON et al (1977}, demonstraram que os cotile-
dones de soja neste sistema s30 capazes de sintetizar, de forma
normal, proteinas de reserva & partir de glutamina ou asparagina
como  fonte dnica de nitrogénio, o que indica grande capacidade
destes drgios em metabolizar estas substfincias. Por putvro lado,
alantoina ¢é pouco efetiva como fonte de N (HAGA e SODEK, 1987).
De aqualquer forma, mesmo com baiwo rendimento, hs bionssintese de
proteina o que evidencia capacidade dos cotilédones, a um certo
grau, em metabolizar ureideos. Além da possibilidade de se estu-
dar compostos nitrpgenados isoladamente, o sistema de cultura de
cotilédones tem a vantagem do isolamento dos outros tecidos do
fruto.

A proposta do nosso trabalho € investigar o grau
de depend8ncia dos processos metabolicos envolvidos na utilizaclo
das fontes de nitpgénio que suprem o fruto imaturoc de soja, na
presenga de comppsto nitogenade definido.

Além de alantoina e asparagina, formas nitrogena-
das transportadas em sola, acrescentamns paras este estudo a glu-—

tamina pela suas e#ficiéncia no sistema in vitro e pela sua impor-—



tdncia no transporte em outras espécies.

Az shzimas escolhidas para este estudo 530 aquelas
consideradas chaves no metabolismo destes compostos nitrogenados,
ou seia, asparaginase, alantoinase, glutamina sintetase & olu-
tamato sintase. Asparaginass, alantoinasae & glutamato sintase
san enzimas chaves do metabolismo de ASN, ALN & GLN respectiva-
mente. A glutamina sintetage foi daciuidn pny S ngg onudr 1o 1
incorporacipo do NHa' gerado tanto na metabolizag3o de alantoina
como também de asparagina {(ver esquema £ag.38) e portanto passi-
vael de ter seu nivel de atividade alterado em fun¢Bo da fonte de

N.



2. OBJETIVO

Verificar a influéncia de alantoina, asparagina e
giutamina sobre a atividade de enzimas chaves do sey metabolismo
gm cotilédones imaturos de soja cultivados in vitro na presenca
dessas substancias como fonte dnica de nitrogénic. As referidas
#hzimas sao0 alantoinase (ALNase), asparaginase (ASNase), glutami-

na sintetase (8 2 glutamato sintase (GOGATY.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. TRANSPORTE DE NITROGENIO EM PLANTAS

Em sua maior parte o N de sementes 2 armazenado na
forma de proteina insoliudvel. H3a entretanto, um ndmeroc limitado
de legumingsas  aup armazenam também aminodcidoas nlo protédicos
(LEA & MIFLIN, 1980).

£ ewvidente gue o elevado nivel de sintese de pro-
teina na semente exige o transporte de grandes quantidadeé de ni-

trogénio de outras partes dz planta.



& maior parte do N transportado 2 na forma predo—

minante de um ou dois compostos sespecificos cuja natureza depen-—

de, sprincipalmente. da espécie da planta e, sventualments, das
condigOes de crescimento.
Nas leguminosas de um modo geral, como Lupinus

(PATE et al ,1974; ATKING et al, 1973) e Pisum (PATE e WALLALCE,
1964; LEWIS e PATE, 1973), os compostos nitrogenados de transpor-—
te sdo predominantemente asparagina (ASN) & em menor Proporgao
glutamina (GBLNI.

Mas graminegas, tais como milho (ARRUDA e SILUA,
1979) e cevada (TULLY e HANSON, 1979), além de outros géneros co-
mo  Datura (LEWIS, 1975, o composto de transporte predominante é
GLN & em menor propor¢io ASN.

Em Lupinus, cerca de 4@ a 70% do nitrogénio do xi-
lema sncontra-se na formza de ABM, muitas veres no limite de  sua
solubilidade. & predominidncia de ASN em Lupinus, como em oubtras
leguminosas de vegifes temperadas (Pisum, Vigia?, independe do
nitrogénio ser derivado da fiwxac3c de Ng (associacd3o simbidtica
com Rhizobium) ou da assimilac8o do nitrato (PATE, 1971). Por ou-
tro lado, em leguminosas ' tropicais’” como soja, feijio e caupi,
o compostn nitrogenado principal encontrado nas vias de  trans-
porte muda de acordo com a fonte externa de nitrogénio (MATSUMO-
T et al, 1977a; 1977c; OHYAMA = KUMAZAWA, 1978; HERRIDGE et al.
1978; MOCCLURE e ISRAEL, 197%9; STREETER, 1979; LEA e MIFLIN,

1988 lestas forma, nas plantas noduladas que utilizam o N deri-



vado da fixac3o do Np, a ASM da seiva ¢ substituida por ureideos
(alantoina e dcido alantodico) durante o periodo vegetativeo e
reprodutive. & o caso de GBlicine max (MATSUMOTO et al, 1977 a,
b) Phaseolus vulgaris (THOMAS et al, 1979, COOKSON et a1, 1988;
HUNGRIA et al, 19853 2 Vigna unguiculata (PATE et al, 1986,
PEOPLES et al,1985a).

0 cultivo dessas leguminosas tropicals em presenga
de nitrate, o qual inibe a nodulagdo e em consequéncia a fixagiao
de nitrogénio (PATE et al ,1977), vreduz a concentracido de
ureideos =a niveis muito baixos, de forma que a ASN  torna-se o
composto nitrogenado predominante nestas condigBes.

No caso especifico de soja foi wverificado que
cerca de 86% do N existente na seiva do xilema encontra-se na
forma de ureideos, quando a planta 2 totalmente dependente da
finacBo de nitrogénioc (VAN DER DRIFT e VOBELS, 1946; MATSUMOTOD et
al, 1977a; MCCLURE = ISRAEL, 197%; RAINBIRD et al., 1984). Ha
acumulo de ureidepns em varias partes e Orgios de plantas de soja
noduladas, enquanto que plantas nio noduladas apresentam niveis
muits baixos destes compostos {(MATSUMOTO et al,1977 a, by

Evidéncias conclusivas quanto a estreita associa-
¢Eo entre a fixacdo de Np e a formacdo de ureideos foram obtidas
por DHYAMA e KAMAZAWA (197%), auando verificaram que o 19Np foi
incarporado principalmente na forma de ureidecs em s0js, enquan—

to que utilizando iﬁNGg“ B incorporacio ocorreu principalmente em

ASN .
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Qutvos compostos nitrogenados de transporte sao de
distribui¢3o mais limitada, como a amida metilenoglutamina encon-
trada em Arachis hipogeae (FOWDEN, 1954; WINTER et al, 19827,
arginina em algumas arvores (TROMP e OVAA, 1973), citrulina em
Alpus =m associacio com o actinomiceto Frankia (BOLAR, 1959; PA-
TE, 1971; WHEELER et al., 1983}, canavanina em Canavalia sp, deri-
vados de ASN em especies de Cucurbitaceae (LEA = MIFLIN, 198@),
citrulina / glutamina na simbiose Macrozamia—-Anabaena (HALLIDAY e

PATE, 127&1.

Uma caracteristica comum destes compostos nitroge-
nados de transporte @ que todos possuem pelo menos dolis atomos de
nitrogénio por molécula e derivam diretamente do metabolismo de
carboidratos, particularmente as amidas, que sfo produtos prima-
rioe da asssimilacBo do nitrogénico (MIFLIN e LEA, 1977). A ex-
cessio sBo0 os ureideos, tuja rota biocssintética envalve o metabo-

lismo de purinas como s¢ pode observar na figura €1,
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Figura O1. Organizag¢¥o e localizacfo das vias biossin-
téticas de urefldeos em raizes de leguminosas noduladas. Adaptado

de SCHUBERT e BOLAND (1584).



Como considerado por PATE et al (1980 ¢ REINDLDS
et al {(1982), a sxisténcia de leguminpsas exportando principal-
mente udreideos ou amidas ou misturas desses grupos de compostos
gera questioes de interesse sobre o significado bioldgico desses
padroes mlternativos de assimilagio de nitrogénio.

Uma caracteristica geral das moléculas snvolvidas
no transporte de nitrogénio em plantas, € aue elas devem bter uma
baixa razao C:N . 0 uso de tais compostos nitrogenados assegura
uma utilizac3o econdmica das fontes carbonadas no fransporte  de
nitrogénin e também permite um continuo e eficiente transporte
sob condigles nas guais o suprimento de carbono 2 limitado {(BRay,
1983 .

§ nimero restrito de aminodcidos protéicos utili-
zados no transporte de N tem duss caracteristicas comuns. Todos
tem uma razio baixa LN 2 seus esqueletos carbonados sio oriundos
ou derivados de cetoscidos intermediarios do ciclo dos  acidos
tricarboxilicos. & raz30 C:N para ABN & 2,8, para GLN ¢ 2.5 2 pa-
ra arginina € 1.9, 0Os ureideos tem uma vaniagem adicional comp
moléruias tramnspovtadoras de N em termos de sconomia de carbono
pois a razBo C:N na molécula 8 1,6,

A mennr solubitlidade dos ureideos implica na he-
ceasidade  do tﬁaﬂspcrte de um volume grande de dgua, B,6&6 vezZes
Maior 4Gue @ BgUAm NECEeSSBYria para transportar gquantidades gauiva-
lentes de nitrogénio na forma de ASN (SPRENT, 198@), razao pela

aial, em clima temperadp, em aue as tempevraturas atinogem valores

mais baiwxos, a peguenza solubilidade de alantoins e acido alan-



toice, tornara ineficiente o transporte de nitrogénio via urei-
deps . Ma fiaura 92 apresentamos um esquema geral dos princi-
pais compostos nitrogenados que s3o transportados em plantas
traneslocadoras de amidas e/ou ureidens e seus procescos metaboli-

cos de sintese.
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3.4.1. TRANSPORTE DE N EM LEGUMINDSAS PARA FRUTOS
E SEMENTES EM DESENVOLVIMENTO

0 transporte de nutrientes para semenies de legumi-
nosas em desenvolvimento, ocorre a partir dos dois feixes vascu-
lares principals da vagem aoc longo dos quals as sementes gatio
alternativamente presas. Geralmente um dnico feixe wvascular
Eransporita os assimilados para as sementes, entrando no tegumento
pela chalaza atvaves do funiculo (THORNE, 1981).

Estudos cinéticos do transporte em soja (THORNE,
198@) e Phaseolus (PATRICK = MCDONALD, 1980) indicam gue 0s assi-
milados que chegam as sementes s8o0 rapida e circunferencialmente
distribuidos no tegumento, seguidos por uma transferéncia radial
mais gradual para a superficie interna dos cotilédones. 0Os assi-
milados liberados pelo tegumento sdo acumulados nos cotilédones =
partir do apoplasto que separa as duas estruturas {(tegumentos g
cotilddones) .

05 mecanismos pelos quais o0& cotilédones de soja
acumulam estes solutos foram estudados em cotilédones imaturos in
vitrg (THORNE, 1982; LICHTER & SPANSBWICH, 1%8la, b; RAINBIRD et
al, 1984) e em protoplastos isolados de cotiledones (LYZNIK et
al, 1982; SCHMITY et al, 1984). De acordo com os autores, as 85—
truturas correlacionadas com o descarregamento do floema nas se-
mentes de algumas espeécies cultivadas, fornecem evidéncias de uma
ampla wvariac3o de esspecilizagies anatomicas gue estac envolvi-

das para facilitar o influxe de assimiladns. HE, no entanto,al-
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guns pontos comuns. O descarvegamento aocorre inteiramente den-—
tro de tecido maternal ¢ n3o ha conexBo simplasticas entre o te-
cido materno e os cotiledones. 0 descarvegamento ocorre a partir
de um fterminal vascular que & reticulade numa extensio que wvaria
entre as ecspeécies. 0 local do descarregamento real pode incluir a
combinacho de membranas dos tubos crivados, celulas companheiras
novrmais ou modificadas e viarios tipos de células do pard@nquima
vascular - seu simplasto interconectado por numevrosos plasmodes-—

mos. Poucas espécies foram examinadas @ as tentativas pavra com-
prendery o0 descarregamento est3po limitadas pela falta de conheci-
mentos wmals precisos dos tecidos envolvidos no processo (THORNE,
ie8dy .

0 setuds oo descarvegamento do floema foi limitado
an longo do tempo, pelo acesso dificil e fragilidade dos tecidos
do floema (WOLSWINKEL, 1974, MINCHIN e THORNE, 1984), determinan-—
do avaliacoes indiretas dos mecanismos envoividos. Contudo, se-
mantes em desenvolvimento propiciam uma oporitunidade especial pa-
ra estudos desta natureza.

A técnica  que permite estudos da composiclo e dos
mecanismos de descarvegamento da seiva do floema 2m sementes  an
desenvolvimento de spoja 2 outras leguminosas € a chamada teécnica
do tegumentoc wvazio {(THORNE & RAINBIRD, 1983, De acordo com =&
técnica proposta pelos autores, 2 feita uma abertura na parede da
vagem e o embrido & ciruraicamente removido do tegumento sem que
haja interfer@ncia no influxo dos assimilaldos pelaos tecidos. O

embrido e entio substituido por um meio de roleta {(Figura 63).
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Fste procedimento 8 possivel porque n3oc ha conexBo celulares en-
tre o tegumento & os cotilédones. 0Os solutos liberados pela parte
{metade) do embridc ainda conectada & vagem {(mas vazia) sao cole-
tados de modo continuo em solugdes especiais ou agar que funcio-

nam como aprisipnadores (RAINBIRD et al, 1984).
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PAREDE "FEIXE
DA VAGEM VASCULAR

Figura 03, Representa¢fo esquemdtica de gementes
de soja (A intactas e (B) modificadas secretando metabslitos
para o sa;o embricndrioc. As setas dentro ao tegumento representam
algumas das possiveis viag de transferéncia dos solutos. Unm' apri-

gionador de ager substitui o embrido para coletar os solutos se-

cretados por uma parte do tegumento (B). Adaptado de THORNE e
RAINBIRD, 1983. |
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Analises de exsudato do tegumento in vive, utili-
zando a técnica do tegumento vazio, foram realizadas em plantas
de  s0ja noduladas por RAINBIRD et al (i9B4). Os autores demons-
traram que GLN € o principal soluto nitrogenado secretado pelo
tegumento chegando a atingir 52% do N total. Os niveis de ASN fo-
ram. de 19%, arginina e histidina apareceram na proporgio de 8 e
4%, respectivamente. Amdnia e outvros aminoadacidos constituiram
cerca de Z4% do N total. 0Os ureideos, alantoina e acido alantoi-
co, se constituivam num componente nitrogenado em niveis insigni-
ficantes de concentracio.

Em caupi a secre¢io do tegumento, em frutos no es-
tddio inicial de desenvolvimento & vica em histidina (30 2 35% do
M total?; glutamina £ asparaginzs alicangaram Z20% do N total secre-
tado. Em sementes no estadio intermediidrio de desenvolvimenmto
{figura #4), GLN & ASN s30 as principais formas de compostos ni-
trogenados secretadas (PEOPLES et al, 1?84;-GIFFORB 2 THORNE,
1984 .

estas obserwvacles surgem guestionamentos a res-
peito do  envolvimento direto de alantoina e acido alantdico em
sementes  de so0ja em desenvolvimento. Parece que estes compostos
seriam convertidos em outvras formas de solutos nitrogenados an-

tes ou durante o influxo pelos frutos.
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Figura 04, Vias de fluxo e rotas metabdlicas para

os compostos nitrogenados nas sementes de caupi
n

simbioticamente

dependentes, durante o estédio mais intenso de preenchimento das

sementes (12-18 dias apds a 8ntese). Adaptado de PEOPLES et al

(1885b). ASHASE;

asparaginase;

BLAAT: alanina aninotransferage;

ASPAT: asgpsartato sminotransferase; GS: glutamina sintetase; GO-

GAT: glutamato sintase;

GDH: glutamato oxiredutase.
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De «que forma, exatamente, a sintese de histidina
estd relacionada com a utiliza¢lo dos ureideos nos tegumentos e
outros orgdos ainda ndo foi elucidada (ATKINS et al, 1982), mas
estes importantes solutos de transloc?cﬁc ndo chegam até o saco
embrionario em quaﬁtidades apreciaveis em cowpea € nem em S0ja
(HSU et al, 1984; RAINBIRD et =1, 1984).

Em ervilha, uma leguminosa que nao transporta
ureideos, 8 forma dos assimilados nitrogenados mais importantes
no liquido do saco embriondrio & homoserina, glutamina e alanina
(MURRAY, 1983), o que indica intenso metabolismo de ASN (a prin-
cipal Fforma de N translocada) antes de chegar aos cotilédones.
Estes resultados foram confirmados e ampliados por MURRAY e COR-
DOVA-EDWARDS (1984b). Em estudos com 14C ASN os autores demons-
traram que os destinos de ASN em tegumentos de sementes em desen-—
volvimento foram 3 incorporagdo direta em proteina, a conversdo
para GLN e, em menpor propor¢Bo para zlanina, valina & sacarose.
De acordo com os autores, o tegumento € o local mais provdvel on-
de ocorrem estas transformacdes, o que jia havia sido sugerido por
IRELAND e JOY €19B1) e URGQUHART e JOY (1981 e {982).

Podemos concluir gque, de acordo com os trabalhos
realizados ate o momento, as amidas GLN & ASN <30 os solutos
nitrogenados mais importantes para soja e caupf, enquanto que ALA
e GLN s%o encontrades em maior proporgdo nas secrecles de tegu-
mentos de ervilha (RAINBIRD et al, 1984; PEOPLES et al, 1985a;
THORNE, 1985). 0Os splutos secretados pelos tegumentos diferem

muito da composicl3o dos compostos nitrogenados encontrados na
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na seiva do Ffloema que chega aos frutps. As prdprias sementes
ndo guardam estreita semelhanga na composicioc de suas proteinas
com o8 translocados que importam (LAYZELL & LARUE, 1982; FATE,
1286; PATE et al, 198B4). Isto implica numa ampla transformacio
dos compostos nitrogenados durante o descarrvregamento do floema em
algumas especies, e sugere fortemente que os assimilados podem
gncontrar as enzimas apropriadas durante suan movimeniag3io em di-
regcsoc as sementes (MURRAY e KENNEDY, 198¢; PEOPLES et al,

128545 .



3.2, METABOLISMD DE aMIDAS EM FRUTOS

Em  Ffuncao das grandes diferengas entre a forma de
N transliocads até o fruto & zs formas importadas pelos cotilddo-
nes =~ @ das proteinas sintetizadas nos cotilédones — € evidente
que deve ocorrer a3 interconversio de N e, porfanto, a biossintese
de novo dos amincacidos nogs frutos. Obter evidéncia para tal me-
tabolismo e esclarscer como ps compostos de transporte sBo meta-
holizados nos frutos, tem sido o objietive de diversos grupos de
pesquisadores nos ultimos anos.

& capscidade da semente em utilizar o N ftranspor-
tado para sintetizay o5 amincicidos necessarios para » sintese de
proteina de reserva foi demonstrads em varios trabalhos. Estudos
com FON (LEWIS = PATE, 1973, ATKINS et al, 1975, LEWIS, 19735) de-
mostraram que o N amidico das  amidas GLN & 48N  foi transferido
rapidamente para o amino-~grups de oulros amincdcidos.

Corroborando  estes resulfados, sstudos utilizande
14¢ como tracador demonstraram gue as vias biossintéticas de ami-
nodcidos proteicos estio  opevando ativamente em sementes  eon
desenvolvimentn (PATE et al, 19795, SODEK, 4974; MISRa e D6KG,
198%) 0 VYerificamos, assim, aug s importdncis dos mecanismos de
hiossintese de novos aminoicidos deve ser considerads com énfase
tendn  em vista os alios nivels de amidas no fluxeo de ftranslioca-
cEo.

Talvez a evidéncia mais forte quanto a esta capa~

cidades da ssmente om metabolizar as amidas veio dos trabalhos com



o cultivo de cobilédones imaturos ne presenss de amidas como fon-
te  unica  de nitvogénio. MILLERD et al (1973} demonstraram gue
cotiledones de prvilha gwm culiuras cresceram € sintetizaram  pro-
teins de ressrve a baritir de ASN. Embora a GLN nd3o tenha sido uma
fonte eficiente nos estudos de MILLERD et al, MACNICOLL (1977
demaostrou  que cobtiledones imatureos de grvilhs em culturs podiam
assimilar tanto ASH como GLM, sendo cads uma destas duas formas
metabolizadas extensivamentse também para oubtros aminpacidos.

PR gt gl (1979 rombhem demanstraram aue GLN 2 AGHN
s3o igumnlimentes sfebivas, pProporcionands a sintsse protéics em oo
tilédones de ervilha, fava e feijio em cultura in vitro. Os auto-
res ftambém concluiram aque, o procedimento utilizado spor  MILLERD
gt @ml {(1975) pode ter causado a convers3o de GLN em GLU e ambnia
sor  efeito de sutoclavagem,  por este motive GLM nBo conssguiu
proporcionar sintese de esroteina em embrifes.

0 rcultivo de cotilgédones imaturos em meio de cul-
tfura esteéril tamheém foi demonstradeo para soiz por THOMPSON et al
(1977, SKOHUT et al (17821, LOKER = SCHAEFER (19835) ¢ HAGA e 50~
DEK (i9B7). Agueles zutores relataram gue GLN £ ASN podem, ispia-
damente, sey ubtilizadas como fonte nitrogenads &, conseguentemen~
te, o cotiledone tem 2 caracidade para a higssintese de todos os
aminocacidos protéicos necessarios = estes Orghos em  desenvolvi-
mento.

s  evidéncias indicam sus o metabolismo dos erin—
cipais compostos de transporte inicia apds o descarregamento do

floema do fruto e se completa nos cotiledones.



3.2.1. METABOLISMD DE GLUTAMINA

o

o gue surge, entiBo, € de como o N des ami-

H

A gquest
das se torna disponivel para n bipssintese de oubtros aminodcidos
nas somentes. No caso especifico de GLN, a2 elucidagio desse pro-
ressh  SsuUrgiu em conseauéncia do uso de alguns inibidores metabd-
1icos.

Metionina sulfoximina  (MSD) € conhecldo como  um
forte e epecifico inibidor da sintetase de GLN, & foi testado em
plantas por MEINSTER (1974) Este comeposto demonsivrou nag ter
efeito na wutilizagdo de GLN como dnica fonte de N em cotileédones
de leguminosas em culturs (LEd et al, 1979, For outro lado, os
autores também relataram um efeito de azaserina, andlogo de GLN &
inibidor da tansferéncis do N amidico de GLN, que age na snzima
glutamato sintase, GOGBAT, (WALLSGROVE et al, 1977, Este composio
inibiu =& biossintese proteica dependente de GBLN em cotiledones
de soia, sugerindo gque GOGAT estd envolwvaida na metabolizacBo de
GLN & ogue desta forms o N amidico de GLN € trasterido diretamente
para o alfa-rebtoglutarato {SEDQKUT et al.1982; COKER & SCHAEFER,
1985; HabBAa =« SODEK, 1987

1 esguema proposto para metabolizaclo de GLN @

mostrado a seguivr.



Transporte — 5 GLN GLYU ———>

GOGAT
Transaminacao

alta-KG GLU ——b

0 grupo amfdico de GLN pode ser trasferido para
outros amgnaécidos por a¢io de transaminases ( WIGHTHAN e FOREST,
1978>.

A utilizag%o de GLN para 2 biossintese de aminod-
cidosg protéicos in mitu ja havia sido proposta por LEWIS (1975,
BEEVERS e STOREY (1976 e MACNICOLL (1977). Os autores sugeriranm
gue o N amfdico de GLN poderia ser transferido para o N aminico
d;" GLU e eﬁte_subsequentemente netabolizado, e por transaminag®o
o N amfnico proporcionaria a sfntese de vérios ocutros aminodci-
dos.

Pelo e=squema proposto, a enzima GOGAT € a enzina

chave no metabolizmo de GLH.



& atividade desta enzims foi demonstrada em alguns
tecidos de plantas, tails como folhas (LEA e MIFLIN, 19743, rai-
Eea (FOWLER b al, 1974, MIFLIN & LES, 1973), nodulos (ROBERTS0OHN
et al, 1975} 2 em cultuvas de tecidos vegetais (DOUGALL, 1874

Em cotileédones de ervilha em desenvolvimento, &
atividade de BOGAT foi detectads por BEEVERS e STOREY (1974). Os
attores relataram que a8 atividade da enzima foi suficients para
metabolizar todo o M acumulado nas proteinas de reservva.

4 importdncia da enzima GOGAT foi tambeém demons-
tvrada gm cobtilgdones de soja por STOREY & BEEVERS (1978) & STOREY
e REPORTER (1978). Vdrios pavametros cineticos da enzima foram
determinados pelos autores. De acovdo com estes resultados, GOGART
¢ especifica paras L-GLN cComo substrato doador de N e alfa-ceto-
glutarato como aceptor. A reagdo nac € reversivel e reguer NADH
como cofator redulante,

Qutras evidéncias forawm acumuladas demostrando a impor-
tancia de BUOGAT no metabolismo de GLN.

Estudos com a determinac8o do N de GLN por (198
NMR, & sua utilizagdo na biossintese de proteins de reserva  am
cotiledones de soia em desenvolvimento, Toram lesvaedes a efeito
poy  BKOKUT et al (1982}, 0Os nutores demonstraram gue, guando GLHN
(198) amidico foi fornecida a cotilddones de soja em cultura, co-
mo  dnica fonte de N, aprosimadamente guantidades iguais de 19N e
148  +foram incorporados nas proteinas de reserva. Estes dados su-
gerem sue BLN (10N amidico foi inicialmente deaminado por sgdo

de GOGAT . 0 GLY Fformado, metade do aual marcado com 195, foi en-



tEn wubilizadeo, indiscriminadamenie, para 8 biossintese protgica
mopstyando, dessn Frormn, e Lasbas oo B oamie e ¢ oo 43 onmidicn i
GLN permanscem num vreservatorio comum. s  auvtores comfirmaram
suas  proposicdes com o uso de ME0 gue demonsivou nBo ter nenhum
efeiteo na biossintese proteica oumndo GLN foi s fonte nitroussna—
da .

Em cotilédones de ervilha, apos o periodo de sin-
tese acelisrada de proteina, o conteddo de (190 BLN livre de-
cresceu (MURRAY, 1983). 0 autor relacionou este declinio na mar-
cracio de OLN  com o aumento em divec3o s GLU o avgining o também
4 corvespondéncia no periodo de aumento na atividade de BOGAT nos
cotiledones. Estes dados, segundo o autor, demonstram clavamente
z efetividade de BOGAT ewm produzivr GLU a8 partir de LGLN.

Coroborands  estes resultadps MURRAY e LCORDOVA-

EDWARDS  (1984) demostraram que (140 GLN originou (1403 GLU  em
embriges de ervilha em desenvolvimento. Oz autores tambem der-
monstravam  gue o GLU produzido funcionou como doadoy de  aminog-
arupos  para = bipsintese liguida de outros aminodcidos, que na

seaufncia foram incorporados em proteinas de reserva.



3.2.2. METABOLISHMD DE ABPARAGINA

Ha mais de cem anos 48N foi identificads como  um

dos constituintes do Flosms am cerbtas especises de olantas .

f zlta concentracho deess amide em amloumms especies
de  plantas, como £ o caso da Aspavasus officinales, possibilifou

o s5®U isciamenio g identifiracdo comn o primeliro aminoacido  em

plantas (UELAVILLE, 1882 apud LES & FOWDEN, 197503

. . . . o o
aresay disean o estudo da metaboliizagaco de ABN ew
piantas  apvesentou-se duvsnis myitos anos como um dos msls difi-

. TR 5 o& DHE 4 "~ N s V. [ T P
Pora RIVUER {19540 & ASH asivia soments CoBo

de nitroodnio cars o CYESCLEERTO O8 BEDYIDES JOVERS.

LEA et ai {4978 g THINDG ¢ ZSOHOOHE (1978 suge-~
Fivamn  aue 2 A5N nEn seris mebabolizada me 2lanfa. mas sus funcio

Eate conceifo modificou~se com a possibilidade de

rultivar ootilédones imaturpse de ervilha por MILLERD st al
(4975 Do autores sugerivas que a A5SN como fonts dnics de nitro-

i Fw 1977 THOMPSON st a1l fizevam 3 mesmz constatacio com cobti-
igdones imaturas de soiz

Futudos com S9N (ATKINS =t al, 1975; LEWIS, 1975)
mostraram oue 0 M amidico de ABN & rapidamente tranfevido para o

277 demonstvrou gue
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outros aminoacidos . MACNICOLL <

HE]
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]
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i
-
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(340 ASN foi metabkolizade poyr cobtiledones ieolados de grvilha e



30

2- ceto glu -

— ASPARAGINA 2-ceto 4cido

Asparagina
amidotransferase

2-ceto acido a\

Asparato

Asparagina
Asparaginase aminotransferase

amino acido

oxosuccinamsto

Deaminase

Reassimilagad |

hidroxisuccinamato.

aminotransferase

amino &acido e/

oxalacetato

{

malato

/
———— e e
N

N

I
g

Figura 05. Vias cstabdlicas de ASN om tecidos ve-

getativos e reprodutivos de leguminosgas que produzem a amida e

urefdeos. Adaptado de SCHUBERT, 1986.



cid

me marcados orobteicos e nio pro-

.

uma ampla variagio de amino

reicos formavame-se na frasio solidvel

fg  questoes que suvrgem, ent3co, siEo de comp o B

amldico 2 aminico de AGN se toarnam disponvels pava o bigssintese

e

£k
1)

e
[
Pl
i

0 metabolismo do N amidic o1 extensiva-

Bl

mente estudado por ATEKINE et al {(197%). = autore demonsiraram

Ll
1

gue  semenies em nenvolvimento de Lupinus albus recebem  53-68%

An M oromo ASN, Contudo, 8 probteina Tormadzs na semente conbem ape-—

rnas 7-4i9% de residuns de 45K dempstrando gue k3 umz consideravel

metabonlizgacdo de ABN anterior 5 binssinteses protoica .
- , i . L4 L ) s
Fetudos com 400Uy e (19K amidico de ASN durante

1 oeriodp de maxims bicssinftese probgics ns sements,  mostraram

o

2% d

&3
o
w1
oo
]

iy
]
ot
[
]
i
ks
4]

B!
-
ot
[
0l
i
H
W
3
b
o
o}
[
8
Jod
.
o
i
o]
i

gqus pelo menos & ami o
mroteina o reservs. lUma guantidade signiticativs de 138 foi re-

ter ooorrido na se-

2
£
i
%
it
b
¥
ok
4
as
i
£}
it
fs
a1
1
i
e
“
]
k|
okl
HIEY
(8
L
s}
“
%

cuperada

aminoacido nio foi detectads

jix
i
44
"
&
3
L.
o
e
T
e
[
(8]
-
13
ot
i
B
i
s
]

mente om oo

s Flosma das plantase (ATHINDG et agl, 1975} le modo semelhants

%

proteicas  sugers aque houve sxitensiva sintese de novo a parviiy de

85N | Hesultados semeihantes  faram obtidos pov BOHAEFER st a1

i
I
9.
™M
s
i
i
i
£
14
=
e
4

1987 ASN em estudos com
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redurido  do N amidico foi confirmado povr seu rapido aparvecimento
como amonia no melo de cultura. Aindas de acordo com os autorss, o
N oamidico de ABN foi um precursor essencial para a3 biossintess de
proteineas durante todo o fransruren do experimento. MNio foi pos-
SEWE ] subsiituir o N amidico peic N aminico nos residucs dg pro-
Feina Isto foi confirmuado pelo uso de MED, sus inibiu comsistba-
mente o crescimento doe cotilgdones em asparaginz, indicando gus
2 assimilacio de ambnio £ essencial pars a biossintese de prolsi-
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45N Contudo sssas wvias metabolicas

wam ainda suficipntemente soolarecidas,

3.2.2 4. ROTAS CATABOLICAS DE ASPARAGINA

isténcia de varias roftas metabolicas {(Figura

Trée wvias metabolicas tsm sido propostas para

cutabolismo de AZN

1. aSH y RSP+ NHg {reagdo &)

2. fA5M + cetoacaido y Z-oxossuccinamato + oaminoscido {reagioc Bl

T ASN - L v ABP 4+ GLN freacio 0
4 & enzima melhor gstudada tem sido asgaraginase

(ED 3% 4.4y gus remove o N amidico de ASM 2 cujos produios  sBEo



azpaviato o amonia.

& asparaginase fol detesctada am raizes (ATKING st
al, 1RFH Y, nodulios (STREETER, 4977, CHANG s FARDEN, 1981) & mais

rardes  em sementes imaturas {(LEA et al, 1974; S50LDEHK et a8l 19883

de Teauminocsas

s estutdos com ASMase revelnram que 3 enzims eosta

digtribuida amplamente nos diversns Orgfos da planta & gus  pods

s 1 e N z
sey enoontradas 2m durs formas. uma que £ T oindependents 2 ocoovre
em  slgumas sopéries soments (LEA st zl, 1978 g ocutra gue & K7
dependente = muito meis comum (SOOEK et al, 1988 Efstas dliims

snpims moBirou-es parbticalarmente ative em cotiledones  imaburos
de  servilhas {(SODEH et al, 4980, MURRAY E KENNEDY, 1986, snia
(GOMES & S0DREK, 1984 & Ffei1ido (HOSTALADIO et al, 1985 0s mais
aitos niweis de atividade foram encontrados no seripdo de maior

nEm 5

i
i

i
=N
H

acumulo de provteinps de resesrva. Alewm do cotildédong, a en

SUB atiwidade fTenha side alta apenas em grvilha. Aparentemente a3
vegen possul poucs ou nenbums atividade da enzima
2. ra seaynds enzima envolvids na degradacioc de

5N meparaging transaminase, rvremove o N P2-amino de 40N fransfe-

vindo-o oara um cetorcido {reacio B



5 Proxossuccoinamaio produzido nes

ser metabolizado eor ums das seguintes reagcfes.

pode

R
ki
o
[w]

ta o re:

i g-oxossuccinamato + Hpl v oxzlosceiato + MHo

£y Pepxossuccinamato gH _y E-hudroxissuccinama

o

Ewm ambos of casos o N amidico d2 8
tupimente, sey fibevado como 2HGHLE .

He um grandes ndmero ot udns aue

e}
Hi]
i

sxistencin dz  esnzima asparsgins transaminase em
vegeiais, smbhovs m sementes sspecificamente susp

aparentements muilio pegUeENnN:s, OU WIESTO BUSE

¢

=imn £ particularmentse aliz om Ffolhas de soia 18
. q . . .

onde  esntudos com VRN dndicaram ous esta enzima de

e ] 174 2t 31

versio de P-oxossuccinamato {vescan F) sarz 2-hid

re, e oo oacumulo deste ultimo composto Yoi demonstr

Lo
o
i
FNEN
8
3
tE8

Mo caso de frubos, a2 atividsde da g
na  bransaminase fol demonstrads em tegumentos de

vilths nos saidaios inicrails de desenvolivimento do

o

HONNEDY, 1982, Entretanto, 5 abtividade ds snzimza

dempnatrou ser hastante inferior a dose tegumentos.

[P 3 P,
to Mot 3 ma

demonstraram a

varios tecidos

sempsnha um DH-
L iFE4Y 0 4 con-
raxissuccinama-

ado pory LLOYD &

NELIMA BBPAYIgI-
sementes de ey-
Frubto {MURRAY o

nos ocobtiigdongs



td

RELAND e d0Y (1981) demonstraram, em sstudos com

[y
i

gement o4 imatyy eryvilha, gu® engusnto 3 enzima ABNase  deo-

i

=,

5 de atividade, somente tracos foram detecta-

a3
e
[
O

monstrou nivels

dos para 3z oatividade de transaminzses |
& atividade da enzima o1 demonstryada gm owagens de

n0In {DOMES ¢ S0ODEK, 1984) de slantas noduladas & nao noduladas,

mas SUR PYRSEBALR segmentes nlo foi detectada.

. futra rota sastabdlics no metabolismo de &GN tem

[
Y
&
al

sicdo proposta envolvendn GSN em ums veagrdo similar & do sis

& possibilidade do presenca dessa engima em feci-

dos  wvegeizals foi1 aventads por O0UGALL (1%974) bem comp por oubros

pesauisadores, e satudos realizados com a3 enzigpa glutamins ami-
dotranaeferaso Esta enzima transfere o grupo amida de glutamins

oaitutarato, povem, FOWLER et al (41974), DOUGALL (419743
2 BTEHARD ot a1l (1988 sugeviram aue ASH poderia subsbtibyir Gl

MIFLIN ¢ LEA {1973} demponsiraram sug 2

A%HN na veagao Toi devids a umn  pEQUens

T

guantidade de ABFP presente come contaminante de ASN camercial

H48N crvomatporaficamente livre do A5P nio subetityiy GLN ma  reoea-

cio, colorandn dividas 2 existencin da enzima
Outros grupos de pescuisadores fem se zmpenhado,

imos anes, fara demonstrar 2 sxistencia desse sishems [ BE

rry
<
rey
P
]
i
[#51
-
o
A3
7t
.
A
-3
g

MIFLIN = LEA, 1977, WAL ASGROVE et

$F
-

1977, STOREY o REPORTER, 1978), mas gm nenhum destog tvabaibo

i3



existancia dn enzima subsistem. Parecs ser bastante razoavel A
transferéncia diveta do N mmidico de ABN, pars evitar a reassimi-

a2c80 dn amfniz wia 585 romo se faz necessirio com 3 utilizacdo de

ondd

amparaginase & aminpiranstevrzse.

el anglisge dos resultados dos diversos btrabalhos

B

Iy
0
]
m
it

ataboiiamo de ASH, podemos inferir que das [rés robtas meia-

moliras desgritas, apenss z da enzima A8Mase 2 imporiante sm sg-

foad

& presencn de uma gnzima em sementes  CapazE de me-

tahbolizar asp ne, sxplicsa desenyvnlivimento 2 crescimento de

4

Tag

foud

£

e

cotiledones ianiados tanto de prvilha como de soia guando manti-
dos  eom culturs  in vwityo com mesparagins comn fonte unica  de N
(MILLERD et al. 1975, THOMPEON et al, 1977, LEA et al. 197%; BHO-

i

IT et ml, 1982 HAGA =

o

£

o

G . 1F87 .

U

14
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Utilizando inibidores especfficos de glutamina
sintetase e glutamato sintase (LEA et al, 1%977; SKOKUT et al,
1982 e HAGA e SODEK, 19873 foi possfvel demonstrar que a amdnia
liberada pela ag3o de asparaginase ¢ feassimilada via G5 antes de

sua incorporagfo em protefnas de sementes de acordo com 0 esquema

apresentado.
ATP
NH; GLUTAMATO GLUTAMATO alfa- Celo
GLUTAMINA GOGAT aminotransferase
SINTETASE
\/ GLUTAMINA oxoglutarato amino acido

| ADP + PI NADH +H*
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H2N8 g
ALANTOINA 0=C 0=C4 2C )
) ' HNG. C5_ 'NH
NH, +CO, 1 H
uréia ' CO, * NH,*
HaN OH NH,
P
o6 fopo—=
HN =— C = NH
H
ﬁﬁon acido alantéico ?H NH,
O= = ' !
(i: (|2 0 . . S O=C C=0
s | l
HN —C-0OH
c { sz—g — NH,
N NH," .
ureidoglicolato s ureidoglicina
+ OH
NAD i 2-0x0 acido
a C=0 NH2 5
NADH I H 1 amino dcido
O=C~N-C=0
oxalurato .
COOH T
I +uréia CO,
HC=0 S 2 - B
glioxalato l
NH, . , ‘
' COOH ATP :
C NH ADP
2 CO
oxalato oxamato \»carbamoil + 2

fosfato NH'

Figura O06. Rotas metabdlicas propostas para a de-
gradag¥3o de urefdeos em'érgﬁos vegetativos e reércdutivos de
plantas fixadoras de nitrgénio. ReacBes numeradas: 1l.alantoina-
se; 2.alantoicase; 3. alantoato zmidohidrolase; 4.ureidoglicola-
se; 5. aminotransferase; b6.deaminage; 7.urease. Adaptado de

SCHUBERT (138612,
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alantoinaszse

Alanteoato

L
|
H
1
H
!
'

v
H
t
I
i
ialantoato amidohidrolase
1
|

v
(Ureidoglicina) + HHg + CO»p

!
|
lureidoglicina eamidohidrolase
!
!
v

(Ureidoglicolato) + NHj
H
f
. :
lureidogliocolato amidohidrolase

!
v

Glioxilato + 2NHgz + CO»
[
!
|
amninoidcidommss [transaminase

!
v

Glicinabfgiicona~descarboxi}ase > metileno~FHy
| :

+C0o+NHg

]
]
!
i
! zerina hidroximetiltransferase
|

!
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4. MATERIAIS E METODOS

4. 1. MATERIAL VEGETAL, CULTIVD DAS PLANTAS

£ DOS COTILeDONES

4.1.1 DESCRICED DO MATERIAL VEGETAL

Domo citado anterioments, ngets estudo foram gybi-

lizadas plantas de sojas, cultivar Zanta Hosa.

A rultivar Bantza Rosa ol selecionada por Mivasaka
g Willimsms eom 1938, no Institubo égrondmico de Campinas, BF, g

originpu-sg do cruzamento entre linhagens provenisntes do sul dos

Eatados  Unidos . Fzap cultivar em 1943, entsn denominads 1-3B&,




foi multiplicada comervcialmente no Municieio de Santa Roszsa, RS, @
dai recebeuy o nome dessa iocalidade (MIRANDA et gl., 19773

SR AV Santa Rpsa apresents grande estabilidade
produtiva, comportando-se de maneira satisfatdria nas mais diver-—
sas condigfes de cultiveo, segundo os autores acima citados. Pos-
sl tambem tipo de crescimento detevminado com ciclon completo em

tornn de 139 dias £ altura mBdia de aprowimadamente 88 cm.

4. 1.2 CULTIVD DAS PLANTAS

A plantas de scja {Gldcine mawx (L. Merril, ov.
Banta Rosa! Fovam cultivadas em casa de vegetasio sm condicOes
natursis de luz =2 temperatura, enitre os meses de setembro 2 maio.

A gv. Banta Rosa, € uma planta muito sensivel ao
zomprimento  do  diz. Sendo cianssificads como ums planta de dias
surtos, tem sua floragio acelerada suando recebe iluminacio por
um  pericdo inferior a cerio numero dg horas por dia (critico ma-
®Kimod Foi entio realizado um tratamento de fotoperiods para que
a floracio fosse induzida. fssim, no estadio de expans3o da pri~
meira {folha teifoliolads, zs plantas que ocrescevam em foloperio-
dos mais longos foram expostas B trvatamento com nowve horas de luz
diaria, durante quabtro dias, para induc®o da floragio (MIRANDS =

SODEK, 1982

N

e

it
A

lantas gue Cresceram nn #pocn de fotoperiodos
mals curtosg  yecebheranm tratamento de luz suplementar num total de

dezpoito  hovas didvias {(diss longos) ste atingivr o sstadio de ex-



sunsic da primeirs folha trifolicolada, pars atrasar a florvagic.
Apds =a indugdo, as plantas foram cultivadas transferindo-as para
condicbes ambientais normais .

antes do plantio, as sementes prewviamente selecio-
natdas, foram lavadas com agus destilada & colocadss em  vasos
slasticons oom capacidade de tvés litros, colocando-se guatro se-
mentes  por vaso. Domo substrato foi utiligasdo wvermiculita inten-
samante lavada pars evitar problemas de towicidade. No gstadio de
desenvolvimento com a expangao das folhas cotiledonares, foil fei-
Fw v raleac3o deiwxando dums plantas poy wase,

Mo estadio de dessnvolvimento da primeria folhs
trifolinlada iniciou~se o tratamento com 200 ml de solugdo nubri-
tiva compieta de HOAGLANMD » ARMON (19303, duas wvezes poy Semans.
0 asuprimento de agua foi feito semere gue julgado necessario,

& composiclo da solugBo nutriftiva usada para  su-

primentos nubricionais das plantas foi a seguyinte:

MACRONUTRIENTES {concentragic final?l

Ca{NOQglp. 4HpO 5 mM
KOS 5 mM
MaB0g 7HRO 2 mM
KHoPO4 i omM

45



MICRONUTRIENTES (1 mi/s13

HaBosy 28460 mg/l
MnClp . 4HpD 1810 mg/t
inS0s FHpO 220 ma/l
CuS0s SHeO B0 mg/1
HoMoOg 20 ma/ 1

Fe - EDTA (imlsll)

Febly FHpO 29,4 mg/l

ENTHA NMag 33,8 mg/sl

fontrole fitossanitirio fol efetuado semprs  gue
neceasario, utilirando solughbes de DECIS (0.3 ml/ 1y ¢ HOSTATION

(0,5 misfly, =m dums pulverizaches sucessiwvas no intervalo de trés

diasn

A Florac3oc ocorveu, em media, trinta dias apds o
plantio.

Para =2 instalaclo dos experimentos em cultura de
Focido, foram utilizados os frutos imatuvos, guando abtingivam um
pean  Fresco  entre 30 & 40 mg por cotileédone. Este estadio  foi

alecancado no tempo medio de P0-85 dias apos o Florescimento.



4 1.3, TRANSFERENCIA E CULTIVD DOS COTIL£DONES

0 cultiveo de cotilédones imaturos de soja foi ba-

smado na metodologis descrita por THOMPSON et al (4977 . Em me-

R

0-2% diass apts o Florescimento, os frutos atingivam o esta-
din de desenvolvimento de 30-40 mg por cotilédons. Este estadio
Foi considerado ideal pmra epetudos utilizando-se cotilédones de
soim em culbtura in vitro por HAGA & SODEK (1987}

s vagens selecionadas  foram tratadas com solugdo de dode-

cil~sulfato de sddic (808 a 0.1%, contendo hipocliorito de sddio

i

#,5% de clovo ativo! por 5 minutos & lavadas 3 segulr por frés
yezes com sgus destilada esterilizada. A5 vaegens Yoram colocsadas
em placas de Peitri previamente esstevilizadas & com o auxilioc de
singa © bisturi as sementes foram removidas com cuidade para nio
danificar os tecidos. Todas esitans opeyacbes foram levadas a efeil-

to, em  condigdes asseépticas, em camars de Fluxe laminar  (marca

Um dos cotilddones foi inoculado no meio (lisuidol
de cultura contendo uma fonte especifics de nitrogénic e o outro
da meesma semente, numa fonte diferents para fins de estudas com-
parativos com as diferentes fontes utilizadas.

e frascos de cultura contendo os coti-
tédones imatuvos de sojz foram colocados #m sgitador de mesa {com
cerca de 130 amgitacfessminubtol, numa camara de crescimento A

2 m + - . . o %
pHR9Ar spob luz continus, com irvradidnciz de B00 uf om g2 g-i FaR,



poy  um periodo de no mawximo dez dias. Durante o periodo de cres-
cimento  as contamincoes sram facilmente detectadss » o  Frascos
descartados . A frequéncis de contaminacio foi, em media, menor
e 11X em ftodos os experimentos.

Mg  transcurso desses tempo, periodicamente, gram
retivadas amostiras de cotileédones para sstudss com as diferentes
srzimas  ou para doszaens de amincoacidos g urelidens. Selecionados
os frascos, os clotiledones eram retirados cuidadosamente do melo
de oultura, lavados por frés wvezes com agud destilada, snxugados

rom papel abhsorvente e pesados.

4. 1.4, MEIO DE CULTURA

0 meio de culturs utilizgado foi preparsdo de acor-

do  com LINSMATER & BODG (1945), modificado por THOMPSON 2t al,

(1977 cuin COMPOSIigIc € a seguinte.

= sMACRONUTRIENTES {mg/i, concentracio final)

KCL 378,95
Call. BHpO 220
MgE04 . THRD 185
KHzPO4 85

K50, 5282



BIMICRONUTRICNTES (mg/1, concentraciec final)

HaPlg 3.1
MnS04 . 4HL0 14,45
InB04 . 4HRO 4,3

K1 0,419
NaMoly . 2HpO 0,125
CuBlsg . BHpO 0,0128

Coll.éHg0 0,0125

c3FERRDO {(masl, concentracioc finall

FaGlg 7Hpl 13,625

NaiDThA 18,685

dIDOFATORES (mg/1, concentragle finazal)

Timsming G, oz
Muoinositol 5.0
doide Nicotinico 0,023
PiridinaHCl 0,085
Glicina 0.1

2 BACARDEE 0,85 {(g/1, concentragio

Finall



FIFONTE DE NITROGENIO {(concentracio final?

:

Alantoin 1750 mg N/AY

1%
bid

Asparaginag 1780 mag N/
Glutamina T7ED mg N/
Todos o5 componentes do meio {com excessio dasg

font ey de mnitroasnic? foram preparados 2w o s0lucdo aguosa {dobro

dn concentracio Finall e o pH o sjustadoe pava 4,0 com NaOH 0,1 N
Foram colocadns 2 ml da solucio do meio em frasros de cultura do
tipn  French square’ de 40 ml . Os frascos contendo o meio  foram

sutorlavados = 18000 sob pressic de ums atmosders durante 20 mi-

nutros | fis fontes de nitrogfnio foram preparadas em solucio asuo-

H

g
o
L3
b

wm @ 2 ml foram acrescentados assepticamente aons frascos conts

2

o wmeio de cultura, na concentragio final de 1,73 mgNs/ml de meio
de aeonrdn com HAGBA 2 BODEK (1987 & soluglo contendo a Fonte de
nitvragdmio foi esterilizads por filtvaciZo sm cimara de Fluxo la-
MINAT . ae fontes de nritrogenio ALN, ABN & GLM foram usadas indz-

yvidunlments no meio de culturas,



4.2. PREPARD DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

DE AMINDOACIDOS E UREZIDEOS

4.2.1. EXTRACAD DE UREIDEOS E AMINOACIDOS LIVRES.

A extragdo de ureideos e aminoacidos livres dos
cotiledones foi efetuada em metanol, clorofdrmio e dgua (MCW) nas
propaorcbes de 12:5:3 (v/v), de a2cordo com BIELSKI e TURNER
(1944). O material foui homogeneizado com 5ml do solvente por gra-
ma de tecido em homogeneizador Polytron PT33, (KINEMATICA GmbH -
Brinkmann Instruments) durante 15 segundos e centrifugado a 800g
durante 5 minutos em temperatura ambiente.

Na etapa seguinte adicionou-se 1 ml de clorofdrmio
e 1,9 ml de dgua destilada a cada 4 ml do sobrenadante, em funil
de separat¢do. Apds agita¢3o o material foi deixado em repousp pa-
ra separa¢ieo entre as fases. A fase aquosa, livre de clorofila,

foi recolhida para andlise posterior.

4.2.2 DDSAGEM DE AMINDACIDOS LIVRES TOTAIS

A concentraco de aminodcidos %oi determinada de
acordo com YEMM e COCKING (1955), por reacdo colorimetrica com
ninidrina. A técnica baseia-se na producio estequiomeétrica da
dioxohidrindilidena-dioxohidrindamina (DYDA), pigmento pdrpura. A

producio do pigmento purpura, pela reacl3o com a ninidrina, ocor-



n
W3

re com todosz os aminodcidos e peptfdeos que apresentam um grupo
alfa-amino livre. Com o8 aminodcidos prolina e hidroxiprolina o
derivado produzideo tem cor amarela, visto que nestes dois ami-
nodcidos o grupo alfa-amino estd substituido. B sequéncia de rea-
£8eg enveolvidas nas reacles de aminodcidos com ninidrina segundo

LEHNINGER (1984) & a seguinte:

0 _ R—C—H+ 002
1] :
A OH H
| + R — € — COOH
g NH» ﬁ
| | S OH ¢ NH
ninidring inodei H 3
aminodacido = T
0
hidridantina

, ~_ § ?

: il 1
ninidrina + hidridantina+NHg 7 I =N —( ! >
N I I /

Ho0
composto purpura

Seguindo a marcha analftica proposta, nos tubos de
reag3o foi colocado | ml da solugfio da amostra, 0,5 ml de tampio

citrato 0,2 K pH 5,0, 1 ml de cianeto de potdssio a 2% (v/v) de



umzn solucio de BEON O,01 M em metdlcelussolve, & 0,82 ml dg nini-

dyina BY em metileplussolve. Apos agitacio os tubos foram tamea-

dos  com  bholinhas de vidro g sy

34

cidos em banho maria  fervenis,
durante P00 minutos. apds resfriamento, o voluse fol complefado
para 4,0 m1 com etancd &0, Procvedeu-sg em seguida a lelitura das
pmostras em espectofotdmetro o 370 am. O tubo “bhranco’ foi prepn-
rada  pels mesma marcha anzlitica substituindo-se 3 amostra  pov
iounl woeslume de agua destilada. Os resultados fForam avaliados =
saritiv de ums cdrva padrBo de leucina, preparads ubtilizando-se
spluches de leucina am concentracdes aue variaram de O a 200 nmo-

les ooy mi.

il

4 B3, DUSAGEM DE UREIDEDS TOTaIS

terminzgio dos ureidecs slantoina ¢ Acido

=
"
)
1.
i

slantoico  do  ewxbtyato descoraio em 42,0 foi wtilizedas 8 0 marcha

anmlitica proposts por YOGELES o UaN DER DRIFTY L1970 fitraves

avalia-se, por colovimebria, o produto de reacio en-

tre farvriciangio de potassio g um derivado de hidrarina., O deri-
vads de hidrarzina 2 formado apartir de hidrdlise 2cids do ureiden

aride alantdico produrindo urédis e acido gliowilico., O ureiden
mlantninag, por hidrolises alcalina, & transformado sm acido alan-

tFoboo Na fiaura 07 ests indicadas s sequénocia de reacgdes envol-~

vidas na detersinacio de wureidegs de arordo com o metodo seguido.
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4.2, PREPARACAD DO EXTRATO E AVALIACHED
DE aTIVIDADE ENZIMATICA

i preparadn

substituindo-se amostra

O wvalores guantibativ

rr

mepsma marcha usando-—ae

srompanhamento @ delber-

analises

enFimas

minagio atividadse

Anparagina glutamina

plantas

dirvetamente

apresentados

vRlores

it

Bat O

ot
ALY
11
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envolvidas
durante z fase de desenvolvimento
levados efeito com cotilsdon
mantidos em

elfou com cotilgdones

SHDPTRESDE 20 oyodut o

i
Eya)
a2

resultado obtido



Tigandn 18 cotilddonss como ampsbra.

Tom PROPSLEI0 405 chens 2specificos de experimenios
instalados  para awaliasr a atividade da enzims SSPAraginase, ks
timy me O outras snzimas foram rvepetidos pelo me-

nos duns verges, @m fpoca & comn meterial vegebtal diferente

4. 93,1 PREFARACAD DO EXTRATO

s cotiledones vebirados do meio de cultura foram

O

Tavadpe  em @oua destilsda por trés vezes, enwugados em papel ab-
anrvente & 5 sesulr pesados.

71 eswtvato ora foi sreparado pelaz macervagio dos oo-
rilddones em gyanl com mistilo {previamente resfriados? 2m tampac
imidaznl~HED  S0mM, sH B.0, screscido de 07T imM e KZi 50mM. Fo-
eam gt ilizades 17 wml do tamplo de ewtragio para 18 cotilgdones,

indepandente  de @i Det fY mptevial Foir sempres mantrdo m o baixa

it
el

temperatura (em tornp de 070 utilizando-se para 1sto recipientes
de isopor com gelo. 3 homogeneizado assim obiide fFoi centrifugado
a 40 0O000q durasnie 19 minutos a 490, 0 sobrenadasnte fol separado &
Fiitrado em gaze . Aliauotas de 3 ml foram dessalinizadas em colu-
ne oy Sephadex GB25 {42x1, 80wy eqauilibrads previasmente com o tam-
pfEn de ewiracBo. A fracio protéica coletada {(édmld foi uaubtiiizada
paras  as  diversas avaliancBes de atividade enzimética e mantida

LEEpTEe Sm vecipliente de 150poyY COm gl



4. 3.2, ENBAIO DA ENZIMA ALANTOINAGE

& dosagem de ativaidade da snzima AlNass {(alantoi-

P

B OR.8y foi levads a o efeito aveliando-se a formag

fudk

nase B o do

W

srpduto  @mcide alantdico 3 partiv de alantoina, ubtilizando-se o

metods deerrito por VOGELS o VAN DER DRIFTY (1970) cujlo esquemsa de

2

1

reafin & o seguinhe:

fr . alantdico _HEI v ureia + gliowzlato _fendlhdrazina s derzvado

de kidraginn _ K3Te(CNI4 - cromatdforo.

N ensaio foli preparado com uma aliaguocta do extrato
desenlinizads screscido  de solucloe de alantoina 10mM & tampio
TriaHil EhmM, pH 8.0, em volume fTinal de 2 w1, A mistura foi oain-

cubadn em banho mariz s 309, 0 e no intervalo de 30 minutos rebi-

i

rada  umaz siiquota de 0.2 ml e misturads com 0,00 ml de HCL 0,460
e 1.0 ml de fausn destilada. A& sgguir os tubos foram colocados em
manke marin fervents por 4 minutos . Apds resfriamento adicionou-
s 0,9% ml de tamp3o fostato pH 7.0, 0,25 ml de fenilhidrazing
0,153% 2 os btubos foram levados s recipiente com gelo onde  forams

arrescidos de 1,2% m1 de HOD concentrado, 3 temperaturas de 0o oo,

2 fingimente 3,95 ml de Ffervicimnetn de potassio a temperatura

amhiegnte 4 leitura da absorhincias da soluclo foi realizade pelo
mEnOs i% minutos apos, em espectrofolfmetro 3 3538 nm. Dz valores

de mbtividade foram expressos em umoles de dcido alantoico por co-
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posi¢c3oc de FERGUSON e SIMS (1971). Com este procedimento a reac¢io
foi paralisada e obteve-se a formaglo do composto responsavel pe-
13 coloracdo do ensaio. As amostras foram ent30 centrifugadas a
B800g durante 3 minutos com a consequente remoc3o das proteinas
precipitadas. & seguir foi avaliada a quantidade de glutamilhi-
droxamato formada, em eepectré?at&metro usando o comprimentoc de
onda 535 nm para as leituras de absorbi8ncia. 0 resultado foi ex-
presso  em umoles do produto formado por cotilédone por hora, le-
vando-se em consideracdo que 1 umol de glutamilhidroxamato nas

condicbDes do ensaio mostra uma absorbincia de 0,34 (MORI,1981).

4.3 4. ENSAID DA ENZIMA GOGAT

A atividade da enzima GOGAT (glutamina-oxoglutara-
to-amidatransferase EC 2.6.1.5.3.) foi avaliada pelo método pro-
posto por DOUGAL (1974). A quantifica¢3o e feita pela medida do
NADH oxidado durante s reacf0 na presencga dos substratos glutami-

na e alfa—-cetoglutarato, de acordo com 0 esquema que segue:
Glutamina + alfa-cetoglutarato + NADH y 2 glutamato + NADY

0 meio de rea¢3o para o ensaio da enzima foi pre-
parado com glutamina SmM , NADH O,1imM, tamp3oc TrisHC1 S0mM pH 7,0
g uma aliguota do extrato dessalinizzsdo., O volume final do en-—

saio foi de 3,0 ml. & reaglo fol acompanhada fazendo—se medidas

;
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de absorbincis em sapectrofotfmetro no comprimento de onds de 340
s om o intervaios de 18 & 30 ainpubtos. Qs tubos de snsaio foram man-

tidmes  em bhanhn maria s 300 00 048 atividade da enzima foi1 svaliada

t:":

&

crmlrulando-ae n rakxa de oxidac3o do NADH culdo cosficiente de oxi-

guint e

NaDH Eqanomey = 8,88

b Fiwvids

spte Fovi ewpressa en dmnles de MNADH owi-

‘L’

e

dadn poy ootiledone pory hovs.

4.3 5, EMNBAID DA ENZIMA ABPARABINASE

o da enzima ASNase (aspavaginase EC
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oyl de sulfatg de aménioc 20% com a finalidade de obter manchas
rompactas no cromatosrams. Uma alisuota de 30 ul foi entBo apli-
cuds  em placs de cromatografia contendo uma camada da mistura de
celulpnes = silicz na proporgio de 104 cowm 50Dum de espessura. U
cnluente oparn vespolucio do cromatograma foi preparade em fengl e
soun  na  eropovcic  BO:B0 p/v de acordo com  TURMER e REDGWELL
(1944Y 6 revelacio do cromsbosvama para localizaegl3o dos aminod-
ridos faBP o8 ABNY Foi Feitas pulverizando-sg a plafa: com reasgente

Fluoreascente {m3o destrutivo) ¢ obhservads sob luz yltravigieta

{yey 4. 035 2 1. 8 area correspondente zmo azpariato {g as  vezss
asparaginag? marcada sob lur ultraviclets (Figura 0BY, Ffoi rebi-

rada coletantdo-se o pd num disco de fibre de vidro de tipo What-
man GOE/C, rom o auxilio de um dispositivo de succBo de acovdo com
s descricip feita por DAVIES » MIFLIN (1978). 0 disco foi  entio
introduzido em frasco de cintilag8o contendo 3 ml da misturs cin-
riladara preeparadsa com 4 g de PPO e 100 mg de POPOP em 1 litro de
toplueno 4 contaoem da radiontividade foi reanlizads em  contadoy
de  rintilacip liguids {Begckman LS~-1000C). A& atividade da enzima
fmi expressa em umocles de aspartato transformado por cotiledons

gpor  kors, efetuando-se a conversio de cpw em umoles atraves da

atividade especifica do substrato marcado (30 200 cpm/ ymnl  de



4 7.5 4 PURIFICACED DE (140) ASPARAGINA

mntes epmercials de ssparaunins, tanto marcads fo-
me n3n, contem scido aspartico come impureza. As quantidades pre-
centes, smhora pequenas, Ssho suficientes para acarvetar um Tbhran-
e mlto ono ensaio. Por easte mobivo, asparagina foi  purificads
purae uss nos engaios. Uhilizou-se o procedimento descrito por 50~
DEK {19805

Tiowex~1 (200-408 molkas! foi suspensp e@m NalH M e
da atd pH neutvye. Em seguids, s resina fol

Tavads com agua destbil

Rl
53

suepensa Bl 30100 scetice 2N, e compactads numa coluna e i,0cm
abe  ums albtura de 3cm. Apds lavagew com ssua, foram percolados

Blmi de  aretatn do sddio a (0% atraves da coluna. U excesso de

w

i

b

ac to de wsodio Poi eliminado lavando-se s vesina Ccom aguan.
Nissolveu-se S50ul de 4C-asparagina (105mCis/mmole’
em 4 ml1 de sgus destilads, mais 1 mg de aparagina nlo mavcada co-
mor carvegadaor . Apos passagem pela coluna de Dowsx-i-acetabto, Y
sepnraginz  foi coletads em volume de 9 ml . Acrescentou-se a asta
solucio 100 mo de sspavagina purificada nan marcads e etangil su-
Firients pars tornar a sclucBo um pouco turva. Apos dois dias &
a9 e cristais foram coletados, lavados duas vezes com  etanod
absolubo, duns wvewes com eter ptilico e secos ag av, A analise
sor  cromatosvrafia em camada fins da nyreearario finpl revelou =
suséneia total de dcido mspartico, pelo menos auando aplicados em

romrentracbes de onde a asparagina ndo purificadas produz uma man-~

rhe evidents,



A anilise do produto final revelou ums abividade

118

de 50 000 cepmfumole, 18io , mpos ter sido realizads s ocromamto-

grafis 2 contases do mesme maneliva desorita paras o ENGRLO.

4.3 85 2. REACGENTE FLUORESCENTE

1 yeagentes nio destrutivo empregado pavs localizar
aminpscidos marcados {(enssio de asparaginase) fol preparado se-
gundo  DAVIES e MIFLIN {(197B). Foram dissolvidos 20 mg de o=Fog-
1aldeido em ? ml de etanol, juntando-se sm seguida 25 ml de bova-
Fo  de sddic S50 mM. antes do uso, foram adicionadas 5 gotas  de
pemercaptostanod .

#e places forasm pulverizadas levemente com 0 vEs—
gente & mxaminadas na luz ultra-violeta (233nm). As manchas fluo-

roerantes e amingacidos destacam-se do fundo esguro.
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COMPRIMENTO DA PLACA (cm)

LARGURA DA PLACA (cm)

Figura 08. Reprodugfio esquemdtica da placa de cro-
mateografia em camada fina apés a revelaglo . A %rea marcada com ©
sinal ~~ ™ corresponde ao agpartato sob luz ultravioleta, o cir-
culo contfnuo corregponde & lcocalizagfo de ASN. A drea marcada

com linha pontilhada corresponde a &rea retirada pela coleta do

po.
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5. RESULTADOS

5.1. PESO FRESCO, COHCERTRACXQ DE UREIDECS E
AHIHOACIDOES LIVRES

De infcio, com a finalidade de verificar o compor-
tamento do siegtema de cultura de cotiiédones de goja tmaturos,
foram feitas avaligfes de crescimento dos cotilédones na presengs
dag fontez de nitrogénico a2 serem estudadas (ALN, ASH, GLH).

Estez medidas ersm feitae imediatamente apds a se-
paraco do tegumento e embri¥oc, no caso de frutos provenientes de
plantas ou imedtatemente apds o processo de lavagem, quande o ma-

tertal provinha dae culturas in vitro.
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0s resultados de peso fresco podem ser observados
na figura 09. Como pode-se observar na figura, nos diversos ex-
perimentos, partiu-se sempre de cotilédones na faixas de 30-40 mg
por cotiledone. Este procedimento justifica-se visto gque o tama-
nho ideal para manuten¢3o de cotilédones imaturocs de soja em cul-
tura in wvitro proposto por THOMPSON et 21 (1977) e HAGA (1982)
estd na faixa de 20 a BO mg, considerando-se o ganho de matéria
seca. 0O aumento maximo em quantidade de proteina, de acordo conm
os autores, é verificado quando as culturas dos cotiledones man-
tidogs in vitro partem de uma faixa inicial em torno de 30 mg por
cotiledone. Isto pmrque.neste estagio as sementes de soja encon-
tram-ce em fase inicial de desenvolvimento e consequentemente de
armazenamento de proteina.

0 acdmulo de peso fresco ocorre paralelamente  ao
acumulo de peso seco € proteina de acordo com os autores,

Como pode-se observar pelos dados apresentados na
figura 09 n3o hd diferengas significativas quanto aos resultados
de peso da matéria fresca quando a fonte de nitrogénio foi ASN ou
BLN. Isto significa que ambas as subst8ncias sio igualmente efi-
cientes como fontes de N para promover o desenvolvimento do coti-
1édaone. No caso de ALN verifica- se que sua eficiéncia em promo-
ver crescimento foi bastante inferior 3 ASN ou GLN.

Observa-se na mesma figura que houve um aumento
progressivo em peso fresco para todas as fontes, o que representa
o crescimento dos cotilédones no meio de cultura durante o perio-

do estudado. & conhecidp, que para este sistema o aumento em peso
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Peso fresco (mg cot ™!
o
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Figura 08. MNedidas de peso da metéria fresca de
cotilédones de soja em cultura tendo como fonte de nitrgé&nio ALH,
ASN ou GLN. O= vsloresz com seus resgpectidog E.P., representam mé-
dies de 3 experimentos. O diz zero correcsponde & cerca de 25 dias

apde o florescimento.
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fresco € acomppanhado por aumentos proporcionais em peso seco @

proteina (THOMPSON et al, 1977; SKOKUT et al, 1982; HAGA e SODEK,
1987) .

Na figura 10 est3p aspresentados os resultados das
medidas de acompanhamento de peso fresco dos cotilédones mantidos
em cultura e dos cotilédones mantidos nas plantas (mesmo lote que
originou os cotilédones em cultura).

Pode-se observar que-os cotilédones mantidos em
cultura empregando ASN como fonte de N, tem um desenvolvimento
mais rdpido do que aquele observado nos cotilédones mantidos nas
plantas. Tais dados demonstram uma slta eficiéncia do sistema de
cultura de cotilédones e que o sistema estava plenamente satisfa-
tdério para o estudo pretendido.

Para verificar a acorréncia de variagso no conteu-
do de ureideos do cotilédone em fung3o da fonte de N, foram fei-
tas andlises de acompanhamento a cada dois dias no periodo em gue
os cotilédones foram mantidos em cultura.

Na figura 1i s30 apresentados os dados do teor de
ureideos em umoles por cotilédone.

Como pode~se observar ha um zumento rapido, no ni-
vel de ureideos nos primeiros dias da cultura, qualguer que seja
a fonte exdgena de nitrogénio. Apds esse periodo onde ocorre um
aumento segue-se um periodo onde hd pequenas fTlutusc¢lBes dentro
dos niveis alcagados, com poucas diferencas dentro das concentra-
¢bes alcangadas no segundo dia, com qualquer uma das fontes de

nitrogénio consideradas. Apesar do perfil semelhante das curvas
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para cada fonte, em termos absolutos o aumento observade na pre-
genga de ASN fol nitidamente inferior bguele de GLN e ALN. Ae
curvas muito prdximas para GLN e ALN apontam um aspeclto interes-
gante vigto que o degenvolvimento dos cotilédonee com ALN fot
inferior ao de CLN (figura 09).

4 quantificacio dog aminoicidos soludvels presentesg
noe cotllédones durante o transcurso das culturas (n wvitro £
apresentada na figura 12. Estes resultadoe proporcionaram curvas
de tendéncias diversificadas para as diferentes fontes de nitro-
.géni§. Pode-se verificar que quando a fonte de nitrgénio foi GLKN
& curva aumenta até o quarto dis, egtsbilizando-ze noe diaz gub-
zequentes. Para ASN ha ﬁma linearidade em praticamente todo o pe-
rfcdo ascompanhado. Para ALK, cbserva-se qué o teor de aminoédcidos
livres noe cotilédones em culturs permnanecel m3ig OU RENOE cong-
tante até o quasrto dia. A seguir iniciou-se um aumento bastante
acentuado até o final do experimento (dia 8). Apesar dag formas
diferentes dag curvag, no final do experimento o teor de aminod-
cidos livres foi semelhante para todas as trés fontes de nitrogé-
nio.

Ag curvas de vari!agcfo no teor de smincicidog acom-
panharam melhor aes curvas de peso fresco do que aquelas de uref-
decs. Oz sminodcideos encontradas nas sementes de sojz2 em desen-
volvimento e3o o resultado de uma ampla metsboizuglo dos aminoé-
cidos e urefdeos gque normalmente chegam 208 tecidos cotiledona-
res. Ro casgo de culturas in vitro estes processos est¥o na depen-

déncia direts da fonte de N fornecidsa zo meto de cultura.
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'''' Figure 12Z. Teor de aminoicidoe emnm cotilédones  de

soja em culturaz tendo como fonte de nitrogénio ALN, ASH ou GLN. O

dia =zero corresponde & cercs de 2B diaz apds o florescimento com

peeo freszco de cerca de 356 mg cot.~ 1. (Barrae = E.P.).
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Fazendo-ge uma relaglo entre as figurass 09 e as
figurese 11 e 12 pode-ese spontar para um tndicstive de que no pe-
rfodo imediato que segue a transferéncia dos cotilédones para o
meio de cultura, geus mecanismog de absorgHo e metabolizagZo nio
estartam aptos ainda @ utilizar efticientemente urefdeoe como fon-
te unica de nitrogénio exdgeno. Este procesgo ir-se-ia regularti-
zando gradstivamente & ze estabelsceria com eficiéncia razodvel a
partir do segundo & quarto diasg da cultura. A partir deste ponto
iniciar-se~ta unma fase gradativa de crescimento. Quando a fonte
nitrogenada & ASN ou GLN, parece que as etapas preliminares de
sdaptaglo e eztabelectimento des culturssz serism msia brandse.

Os resultados eapresentados aqui estZo de acordo
com o8 obtidos por HAGA (1982) enm estudos realizados com cotilé-
doneg de sgojs em cultura. Og resultsdos aspresgentadoz pelo autor
demontraram uma taxa baiwxa de acudmulo tanto de matédria seca gquan-
to de protefna no estidgio inicial de estabelecimento das culturae

independante da fonte nitrogensada.

5.2. ATIVIDADE DE ALANTOIRASE

Ha figura 13 est¥o sendo apresentados og resulta-
dos cobtidos com medidas de atividade ds enzimz a2lantoinase nas
culturas in vitro tendo como fonte de nitrogénio ALN, ASH ou
GLN. Pode-se obgervar que o padr¥o de atividade da enzima & cres-

cente durante o B dise do ewperimsnto, para todse sz trée fontes
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nitrogenadas. Basicamente ag curvas s3o idénticas quando as fon-
tes =280 ag amidees ASN cou GLH. H& uma pequena diferenga quando &
fonte nitrogenada € ALN, embora na impossibilidade de aplicar es-
tatfetica permanega a ddvida se esta diferenga & significativa ou
nEo. Entretsnto, congiderando-ge que o degenvelvimento doe coti-
iédones na presenga de ALN & bastante reduzideo em relag¢3o as ou-
trag fonteg (figura 09), a atividade de alantoinase, se fosse ba-
seada em peso da matéria fresca, seria bem maig elevada na pre-
genca de ALN como fonte. Por oubtro lzdo, dada a coincidénclia das
curvag na figura 13 (etividade/cotilédeone) & possivel gque os au-
nentos en atividade gejam independentes do crescimento (dentro de
limites), e que o8 aumeﬁtes na atividade da enzima tambdm inde-
pendam da fonte nitrogena&a.

Para sveriguar ge a stividade creacente obeervads
nog cotilédones em cultura reflete a situagfo existente nos fru-
tos in eitu, fez-se também a dosagem da enzima em colilddones
cultivados in wvitro com uma das fonteg (ASN) e sinmultaneamente
foi feito um acompanhamento da atividade in gitu com o mesmo lo-
te de plantas que originou os cotilédones enm cultura.

Aeg medidse forasm reslizsdas nos diegs =ero, 4 & 8
~apds o infcio das culturas. 0O dia zero corresponde a cerca de 25
dias apds o floreecimento onde os cotilédones apresentavam apro-
wimadamente 35 mg de peso fresco por cotilédone.

Os resultados deste experimento est3o sendo apre-

gentados na figura 14.

UNICAMF
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Figura 13. ¥odidas de atividade da enzima alantoi-
neze en exkrstos de cotitlédones de zoja em culturas tende cono
fonte de nitrogénio ALN, ASN ou GLN. D dia zero corresponde &
cerca de 25 diag apde o florescimento com peso fresco de cerca de

35 mg cot .71,



79

o

K.Y
o
1

Cultura
ASN

Planta

Atividade de alantoinase (umoles de produto cot™! h -1)
n
o
|

Dias

Figura 14. Medidas de atividade da enzima alantqi"
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cultura tendo como fonte de nitrogénio ASN. 0O dia zero correspon-

de a cerca de 25 dias apds o florescimento com peso fresco de

cerca de 33 mg cot .~ 1.
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Analizando-ge a figura, pode-se verificar que o
padr¥o de stividade da snzimas slantoinase dos cotilédoneaz culti-
vadoz in vitro & crescente, como no experimento anterior, embora
o aumento tenha esido menor. leto pode ter sido influenciado por
vartoe fatoree, entre oe qualeg, itdades fisicldgicaz diferentes

dog cotilédones e plantas cultivados em épocas diferentes.

5.3. ATIVIDADE DE GLUTAMINA SINTETASE

Aee mvaltacBes de astividade da enzinma GE foram efe-
tuadas a partir dos extratos dessalinizados de cotilédones con-
forme desgcrito anteriormente (4.3.3).

Ha figura 1b est¥o gendo apresantades, graficamen-
te, og resultados das medidas de atividade da enzimz GS nas cul-
turzs in vitre tendo como fonte nitrééenada ALN, ASN ou GLN.

Pode-ze vertficar que o padrio de stividade ds en-
=ima, quando & fonte nitrogenada & ALN, ASN ou GLN & basicamente
o nezmo. A atividade zumentsz durante oz 8 dias da cultura, de um
valor em torno de 0,6 umol. de produto por horas para cerca de 2,0
umol. 0O sumento fol malg acentuado entre os dia 4 e 6, A partir
do 69 dia o nivel de atividade se mostrou praticamente consgtante
com qualguer uma dae fontesg, conferindo scs gréficos um pedrio

sigmoidal.
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Egtes resultados podem ser correlacionados com os
dados de peso fresco da figura 03. Os valores de atividade quando
a fonte nitrogenada ¢ ALN, podem ent¥o ser congiderados propor-
cionalmente bem mate altoz comparados com o de ASN ou GLN. Por
cutro lado, a coincidéncta dag curvs (figﬁra 15) para glutamina
zintetzse pode ger interpretada no sentido de que ¢ aumento na
atividade deets enzima independe de taxs de cresctimento dos coti-
lédones (pelo menos dentro das faixas observadas nestes experi-

mentos).,

Ha figura 16 estZo =zendo apresentados graficamen-
te, o= Pesultédos dae avaltiagBes de atividade da enzimas em extra-
tog de cobillédones wantidos In vitreo tendo como fonte de nitrogé-
riioc ASN e de cotilédones mantidos in situ do meszumo lote de plan-
tag que originou os cotilédones em cultura. Os pontosg indicam as
nedidas efetuadas no dia zero da cultura in vitro (cotilédones na
faixa de aproximadamente 35 mg por cotilédone), no 42 e 82 dias.

Pode-se obsgervar que o padrio de atividade para
smbos o= graficoe & crescente. Este aumento se acentus masig 1n-
tengazmente a partir do 4Q dia na atividade da enzima dos cotilé-
dones mantidos in vitro, atingindeo um valor de sttividsde duas ve-
zes maior que o dog cotilédones mantidos na planta no 82 dia. le-
to esugere que o aumento em atividade obtido em cultura tende a

aumentar acima do normal.
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5.4. ATIVIDADE DE GLUTAMATO SINTASE

A atividade da enzima glutamato sintase ou oxoglu-
tarste amidotransferase (GOGAT), foil avaltada a partir de extra-
toe degegzlinizados de cotiléddones de sojz, comd descrito en
4.3.4.

Ha figura 17 est¥o apresentados, grafilcamente, o=e
resultados obtidos com extratog de cotilédones mantidoe em cultu-
ra in vitro com as fontes nitrogenadas ALN, ASN ou GLN.

Pode-ge obegerver, nog graficosg apresgentadeos, que o
pacrZo de atividade apreéentado pela enzima GOGAT, & bastante se-
melhante, quando & fonte nitrogenada fot ASN ou GLN. A stividade
folr gresgoente durante o perfodo, com um sumento scentuado & par-
tir do 4% dia em cultura, para ambas az fontes. Quando a fonte
foi ALN o padr%o de stividade também tende 2 aumentar, mas com

nivelig de atividade bastante inferioree 3g ontrag duss fontesz.

Na figurs 18 estZo sendo apresentados o8 resulta-
dog obtides na avaliag®o de astividade da enzima GOGAT, fazendo unm
paralelo entre cottlédoneg mantidos em cultura in vitro e cotilée-
dones de frutos mantidos nag plantag (mesmo lote que originou o=
cotilédones dag culturse). Ae medidsz de stividade forsm efetua-
das no dia zero da cultura in vitro {(cotilédones na faixa de
aproximadamente 35 mg por cotildédone), no 42 e 82 dis da manuten-

c¥o dag culturas.
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Pelos resultados obtidos podemos verificar que o
padrio de attividade da enzima € crescente noeg extratoz de cotilé-
dones em cultura ate o 82 dia.

No caso de cotilédones mantidog nas plantasgs o pa-
dr#o de atividade da enzimas smumenta até o 42 dia e se mantem nes-
te nivel até o 82 dia. Isto demonstira que o padrZo de atividade
da enzima GOGAT nos cotilddones em cultura € bastante semelhante
squele de cotilddones mantidoz in egitu, até o 42 dia, pelo nmenos.
Depois do 49 dia, a atividade encontrada nas culturas tende a ser
acima do normal, como fol obzervado para glutamina sintetase, en-

hora de forms menog scentusda,

5.5. ATIVIDADE DE ASPARAGINASE

As avaliacBes de atividade da enzima foram feitas
a partir de extratos desealinizados de cotllédones de =oja, de
acordo com a metodologia descrita em 4.3.5.

Na figura 19 est¥o apresentados o valores de ati-
videde obtidog de extratos de cotilédones mantidos nsg culturas
in vitro tendo como fonte uUnica de nitrogénio ALN, ASN ou GLN.
Verifica-se que quando a fonte nitrogenada & ASN hg um aumento
acentuado na sbtividade da enzima a partir do 22 dia atingindo um
pico no 49 dia das culturas. Estes niveis maig altos de atividade
se mantem zté o 62 dia, decrescendo rapidamente apds esse perio-

do.
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Quando a fonte nitrogenadas fo! ALN o padrio de
atividade da enzims &€ gemelhante so de ASH, porém com um certo
atraso. 0O aumenito de atividade maisg acentuado inicla no 49 dia,
alcanzendo o pico no &2 dia. A partir dessge ponto, da meema forma
como pars AEN, o2 niveis de stividede conegam a decalr.

Quando a fonte nttreogenada & GLHN verifica-se que o
padrZo de atividade da enzima & bastante diferente dos demais.

A rpreeenga de GLN no meilo de cultura parece impedir o aumento na
atividade de asparaginase desde o infcio da cultura do cotilédo-
ne. A baixa stividade nag culturzs in vitro comesta fonte se man-

teve no transcurzo de todo o ewxperimento.

Na figura 20 est3o zpresentados os resultados ob-
bLidos na avalilasglo de atividade de ssgparsginaze em extrates de
cotilédones mantidos nas plantas (mesmo lote que originou osg co-
tilédones em cultura) e de cotilédones mantidos em cultura in
vitro no transcorrer do mezmo perlodo tendo como fonte nitrogens-
da a amida ASN.

Como podemosg observar na figurs 20, prdximo ao 25¢
dis apde o florescimento, que corregponde so dis zero da culturs
in vitro, a atividade da enzima jd & passfvel de ser detectada
nog cotilédones, embora com valores ainda baixos. A partir desse
ponte hd um crescimento de sproximadamente dusg vezez— o valor
inicial nos cotilédones mantidos nas plantas até o 82 dia. HNos
cotilédones mantidos na cultura (n vitro o aumento no crescimento

da atividade & bem mals scentuado até o 49 dis, caindo a seguir.
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No 82 dia os niveis de atividade chegam a cair para o8 -niveis

iniciais da cultura.

Para confirmar o efeito negativo de GLN sobre a
enzima asparaginase, dado ac alto significado deste resultado,
realizou— se um novo experimento com avaliacOes de atividade da
enzimas apenas nos dias zero e seis da cultura, uma vez que as mu-
dangas mais acentuadas ocorreram nestes pontos. Os resultados s3o
mostrados no histograma da figura 21. Verifica- se que o padrio
de atividade da enzima, neste experimente, confirmou os resulta-
dos do experimento anterior mostrados na figura 20. Na presenga
de ALN & ASN houve grande aumento na atividade de asparaginase
nos cotilédones, enquanto que na presenca de GLN n3c houve nenhum
aumento.

0 prdximo passo de investigacio foi verificar se a
presenga de glutamina tambeém mostraria efeito negativo sobre a
atividade de asparaginase, quando outra fonte nitrogenada esti-
vesse junto.

Neste experimento adicionou-se ao meio de cultura,
GLN & ALN juntas e em outrc ensaio GLN e ASN, cada uma na metade
da concenﬁracﬁo normal, para que na soma final a concentracio de
nitrogénio permanecesse como nos experimentos antericres. Como
pontos de referencia foi mantido um tratamento com ASN spzinha na
metade da sua concentragcio normal, um com GLN e outro com ALN nas

mesmas condigles.



Qg resultados deste experimento est¥o apresentados
na figura 22. Ns presenga de ALN fot obeervadco um sumento acen-
tuado na stividade de asparagtinaese, apds 7 dias da cultura. En-
tretente qusndo GLN estavae junto com ALN, a atividade de ezpara-
ginaze n#o aumentou, o mesmo também ocorreu na presgengs de GLN
sozinha. Na presenga de ASN, a GLN também mostrou efeito negative
sobre zcparaginase, visto que as atividades obtidas foram baixas,

cono no caso de GLEH sozinha.

Entretanto os dados obtidos para ASH n3o foran
conclugivoz em funglo da i1neegperads baixs stividade de sepsragl-
nase no controle com ASN sozinha. Isto n¥o havia sido observado
nos ewperimentog antericres, a2 n¥o ger no dia 8 de cultivo (figu-
ra 20). Poessivelmente, & queda em atividade observads no dia 8

{(figura 203, por algum motivo, adiantou- se neste experimento.

Em fungZo das deficiéncliasg do experimento ante-
rier, fol realizado outro experimento na téntatlva de avaliar o
efeito de GLN junto com outra fonte de nitrogénio no melo. Foram
feltos gqustro trstsmentoz com sg seguintse combinesgles: ASN somi-
nha na concentirag¢3o normal, GLK sozinha na concentrza¢fo normal,
ASN ns concentrsa¢%o normal adicionada 1710 da concentrag¥o normal
de GLH 2 ASN na concentraglic normal adictionads de 172 da concen-—

trag¢gdo normal de GLHN.
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0Os resultados deste experimento s3o mostrados na
figura 23.

Como pode-se verificar, nos resultados obtidos nas
avaliacbes do 48 dia das culturas, GLN, com metade de sua concen-
tragdo normal, mesmo na presencga de ASN, desencadeou uma inibig¢lo
total do aumento de atividade de asparaginase obtido com ASN so-
zinha.r A atividade na mistura de ASN e GLN ficou proxima a baixa
atividadé registrada para BLN sozinha. Entretanto, no tratamento
com 1/40 da concentragio normal de GLN, zparentemente, nBo houve
evidéncia de qualquer nivel de inibi¢80 sobre a atividade de as-
garaginase. Isto sugere que em concentracOes mais baixas, a GLN
nao tem um efeito sobre a asparaginase.

No 78 dia das culturss avaliou-se z atividade da
enzima nos tratamentos cuja fonte de nitrogénio foi ASN ou GLN na
sua concentracio normal. Verificou-se, destz forma, que houve a
ronfirmagdo dos resultados dos experimentos anteriores, isto é,
quando GLN € a fonte nitrogenada os niveis de atividade de aspa-
raginase 535 muito baixos e com ASN s%o altos.

Quanto & diferenca nos resultados de atividade en-
tre o 62 e 72 dias quando a fonte foi ASN ou ASN + 1/10 de GLN
pederiamos relacionar estes dados com os anteriores que mostraram
que hd um pico de atividade no 6% dia das culturas. Consequente-
mente as avaliagBes realizadas no 72 dia apurariam niveis de

atividade da enzima jad neo inicio da fase de declinio.
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Figura 23, Medidas de atividade da enzima aspara-
ginase em extratos de cotilédones de soja mantidoa em cultura
tendo como fonte nitrogenada ASN, GLN, ASN + GLHNx1/2 ou ASK +

GLNx1/10. 0O dia zero corresponde 3 cerca de 25 dias apds o flo-

rescimento com peso fresco de cerca de 35 mg cot. 1.
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0 experimento seguinte foi realizado para investi-
gar se a presencga de GLN teria efeito sobre a atividade da enzima
se oz cotilédones fossem incubados no meio de cultura num momento
em que Jj& demeonstirassem teores altos de atividade de asparagina-
se. Foi feito ento, um experimento utilizando como fontes nitro-
genadaz ASBN ou GLN e cotilédones com a idade de cerca de 35 dias
apés o florescimento e peso fresco de aproximadamente 20 mg por
cotilédone, portanto maiores e mais desenvolvidos que os utiliza-
dos nos éxperimentos anteriores, Os resultados deste experimento
podem ser obsgervados na figura 24.

Verifice-se pelos resultados apresentados na figu-
ra, que no dia zero o nivel de stividade da enzima demonsirou va-
lores mais elevados do que nos experimentos anteriorez com coti-
lédones na faixa de 235 mg. No 62 dia dasz culturas quando a fonte
nitrogenada foi ASH os valores de stividade demonstraram aumentos
de mais de duas vezes os valores iniciais. Quando a fonte foi
GLN, houve um decréscimo nos valores de atividade de asparaginase
com niveig inferiores aog do dia zero. Portanto, mesmo quando as-
paraginzse estava em plena fase de aumento na sua atividade a GLN
n3o =8 impediu um zumento maior como, neste caso, provocou uma

diminuicg¥o nitida na atividade da enzima.

A seguir, procurocu-ge cbter mais evidéncias sobre
o efeito de GLN na atividade de aspsraginase. 0O objetivo desse
experimento foi comparar a atividade da enzima fazendo a transfe-

réncia de cotildédones mentidos om ASH até o 322 dias das culturas
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Figura 24. Nedidas de atividade da enzima aspara-
ginase em extratos de cotilédones de soja mantidos em cultura
tendo como fonte de nitrogé&nio ASH ou GLN. 0O dia zero corresponde

3 cerca de 35 dias apés o florescimento com peso fresco de cerca

de 90 ng cot .~ 1.
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e portanto num momento em que a enzima apresentaria niveis altos
de atividade, para um novo meio com ASN {controle) ou GLN como
fonte nitrogenads.

U0s resultados desse experimento s8o mostrados na
figura 25.

Analizande o histograma podemos observar que no
dia 3 (dia da transferéncia dos cotilédones para o novo meio) os
niveis de atividade de asparaginase eran altos, {(comp esperado
dos experimentos anteriores). Apds a transferéncia para o meio
contendo GLN, a atividade caiu sensivelmente (medida do dia &).
No tratamento em due ASN continuou sendo a fonte nitrogenada a
partir do 329 dia, verificou~se que os niveis de atividade da en-
Zima também foram mais baixos no &8 dia se comparados aos dos ex-
perimentos anteriores com a mesma fonte. Poderiamos questionar
duas causas para que isso tivesse ocorrido. Talvez a idade fisio-
l1dgica dos cotilédones no inicio da cultura fosse um pouco dife-
rente dos experimentos anteriores, fazendo com gue o pico de ati-
vidade da enzima (ver figura 1%} fosse 2lcansado antes, 0Ou, por-
que a presenga de niveis elevados de ASN no meio, tendo-se repe-
tido no 32 dia das culturas, desencadeou um processo que teve
efeitos negativos sobre a atividade de asparaginase como aconte-

ce, normalmente, a partir do 49 dia da cultura (figura 19).
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Figura 25. Nedidas de atividade da enzima aspargi-
nase em extratos de cotildédones de soja mantidos em cultura tendo
como fonte nitrogenada ASN ou GLN. O dia zero corresponde 2 cerca

de 25 diag apds o florescimento e com um peso fresco de cerca de

35 mg cot. 1,
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Com o objetivo de investigar a natureza da inibi-
c3o sobre a enzima asparaginase provocada pela presenca de GLN no
meioc de culturs ¢ tambdm d;que}a provocada por ASN apds o perfodo
en QQe se verifica o pico de atividade (alcansado entre o 32 e 6%
dias da cultura) realizou-se um experimento com ag seguintes ca-
racterf{sticas. Foi feita a incubag3o de cotilédones com pesoc ini-
cial entre 30 e 40 mg, em ASN ou GLN como fonte nitrogenada, ini-
ciandoe as culturas em dias diferentes, de tal forma que quando
fossem feitas as avaliagHBes enzimdticas houvesse simultancamente
cotiledones om trés situacSes. Primeire, {(situagio A), cotilddo-
nes em ASN num momento em que a enzima apresentasase altg ativi-
dade (3 a 4 dias em cultura). Chamou-se de B a situaclo em que os
cotilédones foram mentidos em GLN, portanto com baixfssimo teor
de atividade de asparaginase. Na situag¢Zo C haveria c¢otilédones
mant idos em ASHN num momento em que a atividade da enzima estives-
se em declinio (7 a 8 diag em cultura), Ter-se-ia, portanto, co-
tilédones em ASH com alto teor de atividade enzimética (A), coti-
lédones em GLN com baiwo teor de atividade enzimédtica (B) e em
(C) cotileédones com ASN com teores de atividade menores do que em
(A). As avaliagBes foram feitas em dois dias subsequentes para
que houvesse confirmag3o dos resultados.‘

Na primeira avalia¢Bo cujos resultados estZo a;rew
sentados na figura 26 detectou-se altos nfveis de ztividade de
sgparaginase na situag¢deo A, niveis muito baixos na situagdo B e
em O oz niveis de atividade foram menores do que em A, Estes re-

sultados vieram corroborar os resultados obtidos nos experimentos
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anteriores. Para avaliar a possibilidade da existéncia de inibi-
dores nos extratos cuja atividade era baixa, misturpu-se em par-
tes iguais os extratos da situa¢ad A com B e A com C.

Como podemos verificar na figura 26 o resultado de
atividade do extrato dos cotilédones em ASN adicionado do extrato
dos ecotilédones mantidos em GLN € igual a 50% da atividade
constatada no extrato A o gue equivale a dizer que o extrato dos
cotilédones mantidos em GLN nSc aumentou e nem inibiu a atividade
de asparaginase no ensaio. 0 resultado demonstrou gue n3o houve
Fatores interferentes (por exempolo, inibidores) da atividade de
acparaginase no extrato dos cotilédones mantidos em GLN confir-

mzdo na Ffigura 27}).

Para avaliar a natureza da gqueda em atividade de
asparaginase provocada por ASN em cotilédoﬁes em cultura, mistu-~-
rou-se em partes iguais extratos obtidos por volta do pico de
atividade com extratos obtidos depois do pico, ambos oriundos de
cotilédones cultivados em ASN como dnica fonte de nitrogénio (si-
tuacio A e C do experimento respectivamentel. Se nSo houvesse ne-
nhum tipo de inibidor presente o resultado espgrado seria 50% da
soma dzs atividades de & e C. Como estd mostrado na figura 26 o
que se encontrou foi um valer in?érior. Metade da soma das ativi-
dades de A e C € igual a 0,11 umol. cot=1. h~1, enquanto que =
mistura dos extratos A& e C apresentou um valor de apenas 0,7. A
figura 27 mostra outra avaliac8oc confirmando esse resultado. Me-

’

tade da soma das atividades de A e C e 0,10 umol. cot .~ 1. h“i,
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Figura 27. Medidas de atividade da enzima aspara-
ginase em extratos de cotilédones de soja mantidos em cultura
tendo como fonte de nitrogéncio ASN ou GLN, e misturas desses ex-

tratos. 0 dia zero corresponde & cerca de 25 diags apdés o flores-

fary

cimento com peso fresco de cerca de 35 mg cot.™t,
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enquanto a mistura A + C apresentou unm resultado de 0,06, ou se-
ja2, bastante inferior.

H4 dessa forma, uma inibi¢3o na atividade de aspa-
raginase em cerca de 50%, por alguma subst@ncia (inibidor) que
provalvelmente foi sintetizada nos cotilédones & partir do quinto
ou sexto dia em cultura que corresponde ac perfodo onde a enzinma
nogtra o pico de atividade mdédxima. Este inibidor deve ser de
alto peso molecular, uma vez que n¥o foi eliminado dos extratos

apés passagem pela coluna de Sephadex G25.
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6. DISCUSSEQO

De acordo com os resultados obtidos podemos fazer
uma avaliag¥o em termos do aproveitamento comparativo das fontes
de  nitrogénio entre si, correlaciond~las com o desenvolvimento
dos cotilédones in vitro e in situ e =zo padr3¥o de atividade das
enzimas estudadas.

Has medidas de desenvolvimento realizadas {(peso
fresco), constatou-se que ASN e GLN demonstraram gréus dé efi-
ciéncia Dbastante prdéximos e uma menor eficiéncia foi observada
quando ALN foi a fonte. Estes resultados s%o normais se compara-

dos com dados da literatura para cotilédones de soja em cultura

{(THOEPSON ot al, 13977; COKER e SCHAEFER, 1985 e HAGA E SODEK,
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1987). O menor aproveitamento de ALR pode significar que os pro-
cessos de transforma¢3o deste composto em ambnia s¥o menos efi-
cienteg que oz de ASN e GLN. Pelo menos a alta atividade de alan-
toinase no cotilédone (figura 13) sugere que qualquer deficiéncia
que possa existir no metabolismo de ALN, n3o envolve esta enzima.

Qutros motivos do baixo aproveitamento de ALN sZo
poss{veis, Estudos com cotilédones de soja em cultura (COKER e
SCHAEFER, 1985), demonstraram que quando (13C-14N) ALN foi a fon-
te unica de N houve apenas uma incorporag¥o parcial do ambnio
marcado. Cerca de 50% do amdnio marcado foi recuperado no meio de
cultura. Isto nZo ocorreu gquando (13c-141) GLK foi a fonte nitro-
genada. HNa utilizag¥®o de ALN + GLN como fonte o resultado de
crescimento e desenvolvimento foi inferior ao verificado com GLN
sozinha. Estes resultados levaram os autores a conclus¥o de que o
menor crescimento observado na presenca de ALN seria devido =20
teor elevado de amdnio proporcionado por ALN como unica fonte ni-
trogenada e da incapacidade dos cotilédones em acumular nitrogé-
nio (protefnal) nestas condig¢les.

Qutra possibilidade para a baixa eficiéncia de
utilizagcBo de ALN pode estar relacionada com 3 reduzida Laxa de
abgor¢3o do urefdeo pelo cotilédone in vitro (RAINBIRDﬁ‘et al,

19845,

Quanto 2s medidas de urefdeos, os dados (figura
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11) =sugerem que a2 fonte de N tem pouco efeito sobre os niveis de
urefdeos no cotilédone. Principalmente pelo fato de que pratica—
mente o mesmo nfvel de urefdeos foi encontrado quando a fonte foi
um urefdeo (ALN) ou uma amida ASN ou GLN). Apesar do problema de
absor¢do de urefdeos (discutido anteriormente), isto significa
gque pelo menos og primeirog passos do metabolismo de urefdeos de-
vem funcionar com bastante eficifncia, uma vez que n¥o hd acumulo
de uref{deocs.

No caso dos aminodcidos livres (figura 12), embo-
ra houvesse diferengazs com a fonte nog nfveis nas fases iniciais
das culturas, no final da incubagZo as diferencas foram bastante
reduzidas. Neste caso parece que o zcumulo mais lento de aminod-
cidos na presenga de ALN pode estar relacionado simplesmente com
a reduzida taxa de crescimento.

A efetividade de ALN, ASN e GLN como fontes isola-
das de N demonstra que os cotildédones de soja em cultura in vitro
estéo aptos a realizaci3o dos processos metabdlicos de sintese dos
cutrog amincdcidos protéicos 2 partir dessas subst8ncias com
maior ou menor eficiéncia, dependendo do composto fonte. Eviden-—
ciando esta capacidade, foi encontrado atividade de todas as qua-
tro enzimas consideradas importantes no metabolismo desses com-
postos. Alem disso, todas as enzimas estudadas (c&m exééssﬁo de
ASNase quando GLN foi a fonte) apresentaram padr8@es de atividade
cregscentes no perfodo, acompanhando a um certo grau, os padrBes

de atividade dos orgZos mantidos nas plantas de origen.
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6.1. ASPARAGINASE

A eonzima agparaginase foi detectada em cotilédones
e tegumentos de frutos de soja por GOMES e SODEK (1984), embora
sua presencga jd fosse conhecida em sementes imaturas de viérias
cutras leguminosas (ATKINS et =al, 1975; LEA et al, 1978; SODEK et
al, 1380 e IRELAND e JOY, 1881},

D2 resultados agqui apresentados demonsiram que a
enzima tem atividade crescente neos cotilédones mantidoz nas plan-
tas (figura 20) durante o perfodo acompanhado, que corresponde &
cerca de 25 a 33 diag apds o florescimento das plantas. Este pe-
rfodo corresponde a parte do perfodo de acimulo mdximo de protef(-
na em sementes de soja (GOHES E SODEK, 1984). De acordo com o
autores =a =2tividade de esparaginase, em cotilddones de soja en
desenvolvimento de plantas noduladas ou nlc, demonstrou um cres-
cimento no transcorrer do desenvelvimento das sgementes, com um
pico de atividade cerca de 40 diag apds o florescimento. Esse pe-
rfodo de maior atividade coincidiu com o perfodo de acumulo répi-
do de praﬁefnas.

Para os resultados cobtidos para asparaginase nas
culturas de cotilédones in vitro precisamos analizar cada uma das
fonteside nitogénio utilizadas (figura 19).

QJuando a fonte dnica de N foi ASH, temos de acordo
com oz regultadozm, de infoio um estfimulo para a atividade da en-
zima, peis desse fluxo metabdlico depende a sfntese de todos os

compostos nitrogenados e em especiz] dos aminodcidos protéicos
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necessériogs 2 bilossfntese das protefnas enzimdticas e de reserva.
Esta é uma fase de intensa atividade metabdlica nos tecidos coti~
ledonares e corresponde aproximadamente ao 49 dia das culturas. 3
partir desse ponto o nfvel de asparaginase comeca a entrar em de-
clfnio. Esta situag¥o sugere a possibilidade do desencadeamento
de um processo inibitdrio sobre a enzima asparaginase que possi-
bilitaria a atenua¢fo da degradag¢do dé amida. UObteve-se evidén-—
cias para a existénciaz de um inibidor de asparaginase nesta fase
de desenvolvimento do cotilédone, zpds verificar que as misturas
de extratos de cotildondes na fase de "queda " de atividade com
extratos da fase de "pico” apresentaram atividades menores do que
a soma dos doig extratos separados (figuras 26 e 27). U mesmo
processo inibitdério poderia explicar a situag¥o in situ (GOKES e
SODEK, 1984), em que apds a fase onde foi verificado o pico de
atividade iniciou-se um perfode de declinio na atividade da enzi-
ma. Pelos resultzdos mostrados nas figuras 19 e 20 verificou-se
que, in vitro, o padr¥o de atividade da enzima mostrou niveis
mais elevados do que in situ. Isto talvez tenha zcontecido porque
os titeores de ASN que chegam aos cotildédones neste estédioc de de-
gsenvolvimento de fruto %o menores do que aqueles do meio de cul-
tura. EntZ%o & possfvel que in vitro o perfodo em que a enzima te—
.ria ﬁm pico de atividade seria antecipado.

Quando a fonte nitrogenada foi ALN obteve-se unm
comportamento de asparaginase semelhante ao observado com ASH.
Como com ALN o desenvolvimento dos cotilédones mostrou sempre um

certo atraso, o perfodo de ativade médxima da enzima também foi
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alcangado depois de ASN. Este fato & interessante, uma vez que
ndo seria necesséria a atividade asparaginase para © metabolismo
de ALN. Chega-se 2 conclus¥o de que asparaginaze ¢ uma enzima
constitutiva, n¥c estande sujeita a régulacﬁo pelo influxo do
seu substrato na semente.

Considerando-se os resultados para asparaginage
quando a fonte nitrogenada foi GLN, obteve-se uma situagBo tio-
talmente diferente das anteriores.

A GLN nZ¥o somente causou um efeito negativo sobre
a atividade de asparaginase no infcio dag culturas in vitro, co-
mo iambém afetou negativamente a atividade da enzima em momentos
fisioldgicos onde esta jé4 se estabelecera com niveis mais eleva-
dos de atividade. Os resultados obtidos e mostrados nas figuras
24 & 25 demostiram uma situagHo de inibi¢¥o compatfvel com o mode-
lo no qual a enzima seria sintetizada mas sujeita ao efeito de
"turnover”, isto &, na presenca de GLN a sfntese & inibida e,
consequentemente, a degradac¥o se torna maior que a sintesse
acarretando um declfnio brusco na atividade da enzina.

Os resultados mostrados nas figuras 19, 21, e 23
representam 2 situa¢do onde GLN impediria a sintese da enzima,
neste caso partindo de niveis baixos de atividade. Possivelmen-

te, o mecanismo de inibig¢3o envelve GLN como repressor da enzima.

Descartamos a hipdtese de gue asparaginase seria
sintetizada por indugZo do substrato (ASN) & que sua baixa ati-

vidade na presenca de GLN seria simplemente devido & auséncia de



ASN, tendo em vista que nos experimentos em que utilizou-se ALN
como fonte nitrogenada (figuras 19, 21 e 22), ou seja, também na
"auséncia” de ASHN, a enzima demostrou altos nfveis de atividade.
Além disso, a presenca de ASN juntamente com GLN (figuras 22 .e
23) n¥o impediu a baixa atividade de ASHNase.

Descartamos também a2 possibilidade de um inibidor
de asparaginase formado na pregen¢a de GLN, uma vez que a mistura
de extratos n¥o evidenciou a presen¢a de tal subst8ncia em coti-
lédones cultivados com GLN (figuras 26 e 27).

H3o encontramos, na literastura, dados a respeito
de inibig¥0 ou repressZo de asparaginase por glutamina e nem por
asparagin2. Encentramos uma situa¢®o com alguma semelhanga para a
enzima redutase de nitrato. Aminodcidos, e en éspeciai as smidas
glutamina e asparagina, em conjunto ou separadamente, mostraran
um efeito de inibi¢¥o sobre a biossintese da enzima redutase de
nitrato em raizes de milho (OAKS et al, 1977).

Em algag ciznoffcias e fungos (Heurospeora) & rela-
tada existéncia de um composio nitrogenado orgfnice formado a
partir de aménia e na presenga da enzima glutamina sintetase, que
atua como repressor da sintese da enzima redutase de nitrato
{PREMAKUKAR et al, 1978; DUNN~COLEHAN et a2}, 13981; HERRERO et al,
19813,

Em fungos Heurcospora sugeriu-se ser glutamina este
suposto represscor da redutase de nitrato (DUEN-COLEMAN et al,1979
e PREHAKUHAR et 21,1979). PREKAKUNHAR et al (1878}, jdéd haviam de-

monstrado que glutamina impede a sintese do mRHA para redutase de
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nitrato, o mesmo mRHNA que ausente em Neuroszpora,em que cresceran

em am8nia como fonte nitrogenada.

6.2. ALANTOINASE

B eoxisténcia da enzima alantoinase nas folhas e
caules de soja fol relatada por TAJINA e YAMAKOTOD (1873), por
TAJIMA et al (1977) e em cotilddones por THOMAS o SCHRAEDER (1381
e 1382) e por GUHES e SODEK (1584).

Pelos resultados mostradeos nes figuras 13 e 14,
percebe-se que a enzima mostrou padrles de atividade muito seme-
lhantes, tanto nos dérgZos mantidos nas plantas quanto nos manti-
dos in vitro, com gualquer uma das fontes de nitrogénio utiliza-
das. Alantoinase s6 seria necessdria para o metabolismo de ALHN, e
ndo tem qualquer liga¢Zo com o metabolismo de ASN e GLN. Isto su-
gere que a enzima & constitutiva, ou seja, nSo precisa da presen-
¢a do seu subsirato para ser sintetizada durante o desenvolvi-
mento da semente de soja. Uma conclusdo semelhante foi sugerida
por GUOHESE e SODEK (1%S84), guande foi verificado um padr3o de
atividade de alantoinaze nos cotilédones in situ pouco diferente
_ﬁara plantas nodulzadas e n¥o noduladas . Entretanto, embora o nf-
vel de ureideos translocados para os frutos fosse bastante redu-
zido em plantas n¥%o noduladas, estes n¥o s3o totalmente elimina-
dos, o© que deixou divida se uma pequena quantidade de wurefdeos

n%o geria suficiente para a indu¢%o da enzima. Pelos dados da li~
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teratura a partir de 1984, parece haver um consenso de que OB nf-
veis de ALN que chegam =208 tecidos cotilédonares n%o s3o elevados
o suficiente a ponto de justificar oz teores da enzima.

Tem-se, entBo, razdes para considerar que a2 enzima
alantecinase n%o 86 atua no catasbolismo da ALN que chega acs lo-
cais de consumc do fruto, como & © caso dos cotilédones, mas que
ALH‘poderia ger formada a partir da decomposi¢¥o de bases piricas
resultantes de um metabolismo amplo nos cotilédones, como foi
proposto por FUJIHARA e YAMAGUCHI (1978). Desse ponto de vista,
ALN é um metabdlito intermedidrio normal da reciclagem de nucleo-

tfdeos e outros compostos nitrogenados nas sementes.

6&.3. G8 - GOGAT

Analizando-se o8 resultados da enzima G5 (figura
15) wverifica-se que os niveis de atividade nas culturas in vitro
s3%0 cerca de duas vezes majores do que in situ., Este resultado
pode ser melhor avaliado se for levado em consideragdo dque as
culturas in vitro foram mantidas sob luz contfnua (4.1.4). Dessa
forma, os cotilédones mantidos em cultura estiveram expostos 2
luz diretemente, enquanto que os mantidos nas plantas, alem de
permanecer no escure no perfodo noturno, mesmo durante o dia es-
tavam protegidos da luz direta pelo tegumento e casca da vagen.
Essa diferenca =znbiental na condu¢¥o dos dois tipos de experimen-

tos poderiz ter efeito scbre a atividade da enzima e/ou sobre sua
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gintege "de novo”.

A interferéncia na atividade da enzima G5 pela luz

& citada na literatyra, RHODES et 2l (1975 e 1976), demonatraran

gque a enzima G5 & reversivelmente inativada no transcursoc.de..um -

perfodo de seis horas, quando as plantaz de Lemna minor, que
cregceram  eom amfnia, foram colocadas no escuroc. A reativagdo da
enzima {n vivo ocorreu quando ag plantas foram recclocadas na
luz. ROUELL et al (1979) também relataram que a atividade da en-
zima GS da ciznobactéria Anabaena cylindrica foi interrompida
quando as culturas foram colocadas no escuro.

Os niveis altos de atividade de G5 sugerem que de-
ve estar ocorrendo gintese intensa de GLN no transcuro do proces-
so estudado e que a enzima & congtitutiva nos tecidos cotiledona-
res, pois ndo se verificou um padrdo de atividade diferente quan-
' do a fonte tnica de N foi GLN, ASN ou ALN. Embora a enzima GS se-
Jja necessédria nc metabolismo de ASH e ALN, pois & responsével pe-
la assimilag¥o do a2mbnio produzido a partir destes dois compos-
tos, no caso do metabolismo de CLN a enzima é totalmente desne-
cegsédria. COCKER e SCHAEFER (1985) sugeriram que o baixo aprovei-
tamento de-ALN por cotiledones de soja in vitro, fosze devido a
uma deficiéncia na assimila¢Zo de NHg™ no meio de cultura. Nossos
&édos ndo apoiam esta ideia, uma vez que a capacidade de assimi-
lagZ%o de NH4™%, om termos da atividade de G5, & alta. Dados da 1i-
teratura demostraram (MURRAY e KEKHEDY, 1980) que o8 nfveis de
atividade da enzima GS em cotilédones de ervilha foram suficien-

tes e adequados para a utilizac¥o do amdnio derivado de ASN ou
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GLN como fontes nitrogenadas. Esta conclusBo foi o resultado do
estudo comparativo entre a taxa média didria de atividade da en-
zima @ o acumulo de nitrogénio aminico como proteina no mesmo pe—
ricdo.

Conforme discutido na revisfo de literatura, a en-
zima GOGAT age em conjunto com a enzima GS no processo de assimi-
lag%io de N, proporcionando na sequéncia metabdlica a sintese de
outros aminodcidos protéicos. A enzima ¢ necessdria para o meta-
bolismo de todas a2z iré&s fontes estudadas.

Pelos resultados obtidos com a enzima GOGAT (figu-
ra 17) verificou-se que, quando as fontes nitrogenadas foram ASHN
ou OLN, houve aumento na atividade de GOGAT, principalmente a
partir do 42 dia das culturas. Relacionando-se estes resultados
cor os da enzima GS nota-se que ambas demonstraram atividade mais
elevada nesse perfodo. Tambem, se estes resultados forem relacio-
nados com oz de peso, quando a fonte foi ASN e GLR, evidencia-se
que houve coincidéncia entre o perfodo de intenso desenvolvimento
dos cotilddones e a alta atividade tanto de G5 quanto de GOGAT.
Fazendo 2 mesma correlacfo com os resultados de peso e atividade
de GOGAT quando a fonte foi ALN, verifica-ge que hé coincidéncia
entre a baixa atividade de GOGAT e o reduzido acumulo de matéria

fresca.
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6.4, SIGNIFICADO FISIOLSGICO DOS DADOS

0 objetivo do presente trabalho foi de investigar
o grau de dependéncia dos processos metabdlicos envolvidos na
utiliza¢¥o das principais fontes de N que suprem o fruto de soja.
Tambem, pelo acompanhamento do padr¥o de atividade das enzimas
chaves de cada processo, obter evidéncias e as enzimas egtudadas
teriam um pzpel fundamental no processo como um todo,

Foi wverificado que cada enzima, individualmente,
apresenta um padr3o caracterfstico de atividade durante o trans-
correr do processo de desenvolvimento dos cotilédones, com valo-
res elevados de atividade que correspondem ao perfodo in gitu de
sfntese intensa de protefna. ¥ exatamente nesta fase que as enzi-
mas que est¥o realmente envolvidas no fornecimento de aminodcidos
para sfntese de protefna sdo mais necezsarias,

Aceitando-se a evidénecia de gque alantoinase e as-
paraginase s%o responséveis pelo metabolismo de alantofna e aspa-
ragina no fruto de sdja, tem-se como consequéncia a formag3o de

amBnia de acordo com o esquemnas

AlLNase _ GS GOGAT
ALN s Kc. alantdico > s HHg* SGLN ———>6LU

ASHase GS GOGAT
L5N > NHgt > GLN v ——> GLU



iis

E importante observar que, en ambos og casog, a
amBnia & reassimilada via G5 e GOGAT.

Neste trabalho foram constatados padrfes de ati-
vidade crescentes de ambas as enzimas nos cotilédones de =soja,
com BALN, ASN ou GLN como fontes nitrogenadas. Isso seria compatf(-
vel com a hipdtese de que estas enzimas est¥o envolvidas no meta-
bolismo desses compostos, do modo como representado no esquena
acima. A reassimilag¥o da ambnia pelo sistema G5/GOGAT € impor-
tante para o aproveitamento desse nitrogénio na formagdo de ami-
noscidos para a2 sintese de protefnas de reserva nos cotilédones.
Embora a enzima glutamato desidrogenase possa também estar envol-
vida, ao invés do sistem GS/GOGAT, uma revisdo do essunto (MIFLIN
e LEA, 1975), demonstrou que é o sistema GS/GOGAT, e nZo GDH, que
normalmente desempenha esta fung®o nos frutos.

Congtatou-se pelos resultados que houve grande di-
ferenca no crescimento com ALN, que era esperado, mas o padro de
atividade de GS, alantoinase o, de certaz forma assperaginase, mog-
tra independéncia da fonte, sugerindo que o aumento dessas enzi-
mas j& estd "programado”, e independe a um certo grau, de varia-
¢¥o na taxa de crescimento.

No caso especifico da enzima GUGAT, cuja atividade
pouco aumentoﬁ na presenga de ALN, conérastando com a situagfo de
ASN ou GLN, & possivel gue este comportamento da enzima esteja
.relacionado com © reduzido crescimento do cotilédone incubado conm
ALR. Isto pode significar que a enzima GOGAT estd sob controle

mais rigido, controle este zssociado ao desenvolvimento do coti-
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lédone.

As medidas de atividade enzimdtica podem tambem
ser utilizadas como par@metro para se avaliar o teor de metaboli~
zag3o do N que chega zos tecidos cotiledonares e sua posterior
utilizac3oc na biossintese protéica. Sob este aspecto procurou-se
relacionar a atividade das enzimas com a taxa de acdimulo de pro-
tefna noz cotildédones e questionar se a atividade das enzimas in-
dividualmente & suficiente para procesar todo o N necessario 2o
actimulo de protefna nos cotilédones quendo guprido na forma de
A45H, GLN ou ALHN.

A taxa de =zcdmulo de protefna nos cotilédones em
cultura tendo como fonte nitrogenada GLN é de 0,62 mg por cotile-
done por dia (MOSQUIN e SODEK comunicagdo pessoal, valor este ob-
tido em estudos com © mesmo material desta tLese). lsto representa
um acumulo de N de 0,29 umoles de N por cotiléddone por hora (ex-
pregso da mesma forma da atividade enzimdtica), empregando o fa-
tor 6,25 para transformar mg de protefna em mg de N,

Tendo-se estes valores como parfmetro de compsra-
¢%0 pode-se entZo ayaliar o desempenho de cada enzima individual-
mente.

No caso de alantoinase as atividades registradas
(figura 13} est3o bem acima do valor necessério para o processa-
mente de todo o N acumulado em protefna nas sementes. 0O motivo
para esta elevada atividade enzimética é desconhecido, mas pode
estar relacionado com o baixo nfvel de alantofna normalmente en-

contrado no cotilédone (RAINBIRD et al, 1984}, o que diminuiria a



atividade da enzima.

Para 2 enzima GS os resultados mostraram que pelos va-
lores de atividade medidos entre os dias zero e 6 (figura 13) ha-
veria uma capacidade para processar 1,2 a 4,0 umoles de N por co-
tilédone por hora (GLN = 2N). Portanto, a atividade da enzima &
mais do que suficiente para processar todo o N necegsério ao acu-
mulo de protefna. Dessa forma nZo hé divida gue a enzima possa

desempenhar a fun¢io que lhe foi atribufda.

Para agparaginase, entre os dizag zero e & das
culturag (figura 19), a ztividade da enzima aumenta de 0,02 a
0,25 umoles de asparagina hidrolizada por hora, por cot tlédone,
ou seja de 0,04 a D,50 umoles de N processado por hora (ASH =
2H). Levando em conta que ASNase s6 & necessaria para metabolizar
aSN,e quando ASN & fonte a quantidade de protefna gintetizada &
cerca de 70% daquela formada com GLN (HAGA e SODEK, 1887), calcu~-
la-se um acumulo de N no cotilédone de 0,20 umoles por hora (70%
do valor de 0,29 umoles de N por cotilédone por horal). Deve ser
lembrado ﬁue n3o foi levado em considerag3o o fato de que nem to-
da 2 ASN & processada pela ASHNase (parte © incorporada diretamen-
te em protefna). Desses resultados pode-se inferir que a ativida-
de de ASNase & suficiente para procesar o N necesgdrio & biossfin-

tese protéica.

b



-

21

Entre os dias zero e 6 da cultura, a atividade de
GOGAT (figura 17) permite o processamento de 0,035 a 0,1 umoles
de GLN , ou seja a formag®o de 0,07 a 0,2 umoles de N por hora
(GLN = 2N)., Este valor estd um pouco abaixo do valor considerado
necessério para o processamento do N para o acumulo de protefna
‘no cotiiédone (0,29). Kﬁesmo levando em consideracgfo gue parte da
GLN ¢ incorporado diretamente em protefna, e portanto n¥%o seria
processda por GOGAT, a dudvida permanece. De qualquer forma, seria
prematurc descartar o envolvimento de GUGAT no processo, princi-
palmente considerando que a discrepincia ¢ pequena. Em se tralan-
do de extratos brutos, os valores relativamente baixos registra-
dos para GOGAT poden ter sido consequéncia de alguma interferén-
cia no método de dosagem da enzima in vitro. Serd necessério unm

estudo mais detalhado desta enzima paré elucidar esta questdo.

Quanto ao significado figsiolégico da suposta re-
press%% de aspzraginase por GLN, pode-=ze lan¢ar hipdleses especu-
lativaé_sobre o assunto, como mostrado na figura 28.

A sequéncia (A), mogtra a situa¢So normal para a
utilizéc%o do N translocado na forma de ASN, na sintese de outros
aminodcidos cujos esqueletos de carbono s%o originados no metabo-
lismo de carboidratos (LEA et al, 1978). Esta sequéncia envolve
as enzimas asparaginase, G5, GUGAT e transaminase e assegura a
forma¢¥o de todos or aminodcidos protéicos.

Numa wsituacBo fisiocldgica de baixo teor de car-

beoidratos, a tendéncia seria acumular inicialmente GLN como &



mostrado na situag@o (B) da figura. Este acumulo pode decorrer da
falta de alfa-KG para a enzima GOGAT ou da falta de esqueletos de
carbono para aceitar o N de GLU, em consequéncia da deficiéncia
do metaboliemo de carboidratos. Em qualquer das hipdteses, o GLU
gseria utilizado para sintetizar GLN numa tentativa de evitar um
actimulo de =zmbnio em nfveis téxicos (a toxicidade de ambnio em
plantags & bem conhecida, HAYNES e GOH, 1978).2A GLH pode ser, en-
t%o o sinal para diminuir a produ¢fo de ambnio, através da inibi-
¢Zo da ASNase. Este pode ser também o mecaniemo pa2ra a repressio
da redutase de nitrato nos dérg3os de assimilacgZo 2 talvez para
gualquer cutra enzima cuja atividade implique na produgdo de amb-
nio como'por exemplo = GDH.

Ha terceira situagio (C), congidera-se 0 Caso en-
volvendo especificameﬁte um influxo de GLN, que zalém de ser me-
tabolizada pelo sitema GOGAT/transaminase, sersd utilizada na for-
macZ¥o de ASH pela ASH sintetase. ¥ conhecido que GLH & o doador
de N para a formagZo de ASN (ROGNES, 1875; RHODES et al, 19739).
Entretanto, nesta situacHo, & necessdrio a desativa¢gdo da aspara-
ginase para n¥o formar um ciclo vicioso de liberag¢¥o e assimila-
¢%o de amdnio. Outra vez, GLN seria o fator de modulag3o 1dgico
para regular a atividade de asparzginase. £ compativel com esta
hipétese a baixa atividade de ASNase enconirada no endosperma de
milho (0,016 umoles endo-~1., h~l - SODEK dados n%c publicados),
esta planta utiliza GLN como principal forma de transporte (ARRU-

DA e SILVA, 1979).
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C(H,0)
'
‘e 4
/‘f GLN L-KG aminodcidos
(A) ASN ASNase
i £-KG
ASP GLU |
(B)
(C)

Figura 28. Vias de fluxo de compostos nitrogenados
em sementes de soja. (A) influxo de ASN, situa¢Zo normal, (B) in-
fluxo de AéN, baixo teor de carboidratos e (C) influxo de GLN,
situagfo normal. ﬁ talto teor; g :bhaixo teor; setas continuas:
fluxo elevado; setas interrompidas:fiuxo baixo; ASNa2ge: asparagi-

nase; ASN sint.: asparagina sintetase; alfa-KG: alfa-ceto gluta-

rato; C{(Ho0): carboidratos.



7. RESUMD

Ma <soJas, 3% principaice formas de transporte pars
nubricis dos frubos s30 ops ureideps {(plantas noduladas) g aspara-

ginE fplantas nao noduladas)y. Glutamina g2 enconbtrada em  menor

AN

BYODOYE a0 . stes comrostos =30 mebtabolizados nos Trutos de forma

i

:
nas dg

Bt o,

a tornay €8y nitvogenio disponivel parva & sintese de prote
rEseyva na semente.
4 Fim deg veriticar 3 influbncia das diversas fon~-

tes nitrogenadas sobve 3 sbtividade de enzgimss chaves oo seu meia-

boliemn, cobtilédones imaturos de sojs {(Blycine mawx L. Meril, cow



Santa Rosa? foram cultivados in vitro durvante 8 dias sm meio de-
finido, variando-se 3 fonte de M, nu seja, asparasgina, glubtamina

U o ureideps alantoina. fs plantas de S0j8 Cue OViginparam oS Co-

Fe
il
.
(=¥
£

nes foram cultivados em casa de vegetagB3c em condighes na-

turais de luz &2 tgmperatura. Hs plantas Toram culiivadas em vasos

il
5

com vermiculitas e soluclo nubtritive. ate cercs de 25 dias apds o
florescimento.

Durante o periocdo em sue os cobtilédones foram man—
tidos em cultura, foram feitas avaliagfes do padric dg atividade

dae enzimas alantoinzse {(AlLNase), aspavaginase {[(ABMase), glutami-

[14]

na sintetase {38 & olutamatn sintase (GOGATY. Durants o mesmns

peEriodo foram ascompanhadas zs atividades das mesmas #ngimas 205

Constatou~se gue ALMase, G5 & BLOGAT mantiveram pa-—
dyfies de abtividade crescenles duvante o pericds sm estudo, tanto
a2 plants como pas culturas din vitre, independente da fonte de
nitrogénio. A enzima L0547 € necessdvies pava o metabolismo das
trés fontes, a0 passs que AlNase 50 participa do metabolismo de

SN e G5 marbticaip

ir]

do metabolismo de ALH & ASH. Gsparentemente,

s}

tanto AlNase comn 08 s8o sintetizadas normalmente mesmo na ausén-

cia  do

]

s substirato an meio . Este fato svidencia gque ssias gn-
zimas s30 constitubtivas.

4 enzima ASNase, entretanto, demonstrou um padrio

ek

de atividade nas culturas diferente da planta, com forte infliluén-



cia da fonte de N empregada. Na planta, a atividade de ASNase nos
cotilédones cresceu durante 0 pericdo estudado. Por outro  ladeo,
nos  cobtilédones em cultura constatou-se iniciaimente uma grands
aumentc, seguido eor uma gueda na atividade 2 partiv do 49 disa

guando  as foante

B
.

nitrogenad foram asparagina & alantoina. Isto

<8
i

-

sugere aue ASNase também € constitutiva. Guando s fonte nitroge-
nada Foi glutamina, B enzima demonstyou um padr3n de atividads
muito baiwxo 2 decrvesceuw duvante todo o periodo, sugerindg gue  a

enzima A8Nzse estd sobh o controles de glubtamina.
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