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RESUMO

Sementes de feijão-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv

Pitiúba foram semeadas em água destilada (tratamento controle) e em solução de

NaCI O.] M.(tratamento salino). Os efeitos da salinidade nas atividades dashgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa-. .

e fi-galactosidases foram estudados in vivo e in vitro. Nos experimentos in vivo

as atividades enzimáticas foram determinadas. nos dois tratamentos. em extratos

totais de cotilédones provenientes de sementes quiescentes ou de plântulas

durante os primeiros estágios de desenvolvimento, enquanto que naqueles inCBA

v i t r o as atividades enzimáticas dos extratos totais cotiledonários provenientes de

sementes quiescentes foram determinadas em função de concentrações

crescentes de NaCl. As duas enzimas mostraram-se com altos níveis de atividade

em extratos cotiledonários de sementes quiescentes. A atividade a-

galactosidásica aumentou no primeiro dia após a semeadura, permaneceu

constante até o 30 dia, quando começou a decrescer até o final do período

experimental. A atividade ~-galactosidásica mostrou a mesma tendência geral,

mas somente começou a cair significativamente após o 50 dia. A adição de NaCI

ao meio de germinação (experimento in vivo) retardou o desenvolvimento da

atividade de ambas as enzimas. todavia, quando a mesma concentração de sal foi

adicionada ao meio de reação (in vitro) ela não afetou a atividade das enzimas.

Os resultados obtidos sugerem que a salinidade retarda a solubilização das

galactosidases e/ou afeta a renovação ("tumover") destas enzimas durante o

processo de germinação e estabelecimento da plântula. Visando purificar a a-

galactosidase, o extrato de cotilédones provenientes de sementes quiescentes foi

precipitado com ácido cítrico até pH 3,5 e o sobrenadante (pH 5,5) foi

XlV
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precipitado com sulfato de amônio entre 20 e 85% de saturação, seguindo-se de

filtração em gel em uma coluna de Sephadex G-IOO. Usando-se este método

obteve-se um pico de atividade com uma purificação de 9,0 vezes e um

rendimento em atividade de 29,00;0. Quando esta fração foi fracionada em uma

colunade CM-Celulose obteve-se apenas um pico de atividade c-galactosidásica.

Entretanto, esta etapa adicional forneceu uma purificação de apenas 3,5 vezes e

um rendimento em atividade de 2,40;0.hgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAO peso molecular desta enzima

parcialmente purificada, determinado por filtração em gel foi de 43.500, o

mesmo encontrado quando foram usados extratos de cotilédones com 5 dias

após a semeadura. A salinidade não provocou o aparecimento de novas formas

de u-galactosidase. Esta enzima parcialmente purificada, teve pH ótimo de 6,0 e

foi fortemente inibida por galactose e Hg2+. moderadamente inibida por Fe2-r,

Mn2+, Co2+. Cu2+ e EDTA mas os Íons Ca2+ e Mg2+, bem como o agente

redutor 2-mercaptoetanol não tiveram nenhum efeito sobre sua atividade. Sua

estabilidade térmica foi semelhante à encontrada para outras u-galactosidases de

vegetais.



ABSTRACT

Pitiuba cowpea (Vigna unguicuJata (L.) Walp.) seeds were sown in

distilled 'water (controI treatment) and in O.l M NaCl solutions (saline

treatment). The effects of salinity onhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa- and p-ga!actosidase activities were

studied bothCBAi n v i v o and t n v i t r o . The t n v i v o experiments were perfomed in both

treatament bv assaying these enzymes in cotyledon crude extracts obtained from

seeds or seedlings along germination and seedling establishment, and the tn vitro

ones were perfomed by assaying the enzymes in cotiledon crude extracts from

quiecents seeds as a function of increasing NaCI molarities. The activity of both

enzymes was present at higher levels in the quiescent seed. u-galactosidase

activity increased during the first dav after sowing, stayed constant up to the 3rd

day, and then started to decrease up to the end of the experimental period. p-

galactosidase activity showed the same trend, however, it started to drop only

after the 5th day. The addition of 0.1 M NaCl to the germination medi um tin

v i v o experiments) retarded the development of the activity of both enzymes,

however, when the same concentration of this salt was added t n v i t r o it had no

effect on the activities of both enzymes. The obtained results suggest that salinity

delays galactosidases and/or affected their turnover throughout germination and

seedling establishment. In order to purify o-galactcsidase a cotyledonary crude

extract obtained from quiescent seeds was precipitated with citric acid to pH 3.5

and the supernatant was fractionated by ammonium sulphate between 20-85%

saturation. and gel-filtered through a Sephadex G-IOO column. Using this

procedure it was obtained one peak of activity which gave an enzyme

purification of 9.0 fold and an activity vield of 29.00/0. When this fraction was

XVl



subjected to fractionationhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA011 a CM-Cellulose column only one peak of a-

galactosidase was obtained. However. this additional step gave an enzyme

purification of only 3.5 fold and an activity vield of 2.4%. The molecular weight

of the partiallv purified enzyme detennined by gel-filtration was 43.500, and it

was observed onIy one cotvledonary a-galactosidase with the same molecular

weight at the 5th day after sowning throughout gennination and seedling

establishment. Salinity did not caused the appearance of new fonns of a-

galactosidase. This partially purified enzyme had an optimal pH 01' 6.0. and it

was strongly inhibited by galactose and Hg2+, moderately inhibited bv Fe2+.

Mn2+, c02+, Cu2+ and EDTA, but Ca2+, Mg2+ as well as the reducíng agent

2-mercaptoethanol had no effect on its activity. Its thermal stability was similar

to other plant a-galactosidases.



1 - INTRODUÇÃO

1.1 - Salinidade: Conceito, Causas ~ Solucões Preconizadas

Um solo é considerado salino quando a condutividade elétrica do

extrato de saturação da "pasta do solo" é superior a 4 mmho x cm-1. Este limite

foi estabelecido porque a partir dele o crescimento e a produção da maioria das

plantas cultivadas são afetados. Nos últimos anos a Sociedade Americana de

Ciência do Solo sugeriu que este limite fosse diminuido para 2 mmho x crrrhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAl ,

pois muitas espécies ornamentais e frutíferas podem sofrer injúrias quando

cultivadas em solos que apresentam condutividade elétrica do extrato de

saturação na faixa de 2-4 mmho x cm-1 (BRESLERCBAe t a l . . 1982). Nos ambientes

em que são encontrados os solos salinos, geralmente, também ocorrem baixa

umidade, altas temperaturas e alta intensidade luminosa (MOLION, 1985), o

que potencializa o efeito da salinidade sobre as plantas.

A salinidade resulta de causas naturais ou provocadas pelo homem

(WAISEL, 1972~ BERNSTEIN, 1975). Embora a acumulação de sais em

consequência da evapotranspiração seja a causa primária dos problemas na

agricultura relacionados à salinidade, existem outros. Alguns solos contêm

naturalmente sais suficientes para limitar a produção das culturas. Alguns solos

foram derivados de rochas salinas e outros contêm depósitos naturais de sais o

que acarreta uma salinidade suficientemente alta que é capaz de limitar a

produção das culturas (CARTER, 1975).

1



° zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAacúmulo de sais tem sido um problema sério para a agricultura

em regiões áridas e semi-áridas (BRESLER 1982: ASHRAFCBAe t a I . 1987). Ouso- ..

da irrigação tem contribuido para salinizar áreas que anteriormente não

apresentavam este problema (CRAMER e t a i . , 1985; SALISBURY & ROSS,

1991 ), devido a utilização de águas com elevadas concentrações de sais solúveis

ou de práticas de manejo inadequadas, tais como. dotação insuficiente de água,

drenagem deficiente e uso excessivo de fertilizantes (HAYWARD &

WADLEIGH, 1949: KENT & LAUCHLL 1985). No Nordeste brasileiro, a alta

demanda evaporativa do ar associada ao sistema deficiente de drenagem e ao

manejo inadequado do solo e da água de irrigação, são os principais responsáveis

por este problema (PRISCO, 1987). Além disto. a água de irrigação usada nesta

região, em algumas situações, pode incorporar até 60 toneladas de sais por

hectare por ano. que pode resultar em uma rápida salinização da área se não

forem adotadas práticas adequadas de cultivo e de manejo do sistema solo-água-

planta (MACEDO, 1988).

Existem, em geral, 4 opções para atacar o problema das áreas

salinizadas ou em vias de salinização: (i) recuperação do solo; (ii)

desenvolvimento de pesquisas no sentido de conseguir-se, através da seleção e do

melhoramento genético, plantas que sejam mais resistentes ou tolerantes ao

excesso de sais; (iii) desenvolvimento de pesquisas visando a "domesticação de

halófitas" com potencial econômico; (iv) desenvolvimento de pesquisas com o

objetivo de encontrar um melhor manejo para glicófitas cultivadas em solos

salinos (PRISCO, 1987). Na opinião deste autor, com exceção da primeira

opção, o sucesso das demais depende de conhecimentos sobre a fisiologia e

bioquímica de plantas submetidas ao estresse salino. Estes estudos são

necessários ao longo de todo o ciclo da planta. especialmente durante os estágios
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iniciais do desenvolvimento (germinação e crescimento da plântula), pois deles

depende o estabelecimento das culturas.

1.2 - Germinação ~ Estabelecimento da Plântula

Quando uma semente viável é colocada em um ambiente em que a

umidade. o suprimento de oxigênio e a temperatura são adequados, observa-se

que ela sofre uma série de mudanças morfo-fisiológicas, sendo as mais aparentes

os aumentos de volume e da atividade metabólica da semente, resultantes da

água absorvida, que, como consequência redundam na emersão da radícula ou

de outra parte do embrião. Quando isto acontece. diz-se que a semente germinou

(BEWLEYhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& BLACK,1978).

Para o processo germinativo ser iniciado, três condições devem ser

satisfeitas: (i) a semente deve ser viável, isto é. o embrião deve ser capaz de se

desenvolver, (ii) a semente deve estar em condições ambientais apropriadas de

disponibilidade de água, de temperatura, de suprimento de oxigênio e luz; (iii)

devem ser sobrepujadas as condições de dormência primária, por ventura.

presentes nas sementes (CHING, 1972; JANN & AMEM, 1977).

Baseando-se em BEWLEY & BLACK (1985), pode-se afirmar que

o processo germinativo e de desenvolvimento da plântula compõe-se de duas

etapas distintas: a primeira inicia-se com a embebição de água e termina com a

emersão da radícula ou de outra parte do embrião (germinação) e a segunda

caracteriza-se pela intensa mobilização de reservas associada com o crescimento

do eixo embrionário e que resulta no estabelecimento da plântula.



1.2.1 - Germinação

Quando a semente seca é colocada em ambiente adequado observa-

se um rápido aumento no conteúdo de umidade devido a embebição de água

pelos colóides existentes na semente, que provoca amaciamento do tegumento e

hidratação do protoplasma das células. Este processo é essencialmente físico e

pode ocorrer até mesmo em sementes mortas. Durante esta fase, inicia-se a

solubilização de proteínas necessárias à ativação de certas enzimas bem como a

reorganização e a reativação do sistema sintetizador de proteínas e do sistema

produtor de energia (mitocôndrias). Além disto, ocorre também a sínteseCBAd e

n o v o de várias enzimas (BEWLEYhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& BLACl(, 1985: KERMODE e t a l . , 1 9 8 6 ) .

que pode iniciar-se com a transcrição de moléculas de mRNA específicas

(BEWLEY & BLACK. 1985) ou a partir moléculas de mRNA e ATP formadas

durante o desenvolvimento e conservadas na semente seca para serem reativadas

nas etapas iniciais da germinação (BEWLEY & BLACl(, 1985~ HARTMANN e t

a / . . 1990). Estas mudanças que ocorrem a nível molecular são evidenciadas pelo

intenso aumento na atividade metabólica e pelo aumento no tamanho,

acompanhado ou não do aumento no número de células. do eixo embrionário

(HABER & LUIPPOLD, 1960; BERL YN, 1972: BEWLEY & BLACK. 1985).

Em consequência destas mudanças, observa-se a emersão da radícula ou de

outra parte do embrião.

-I
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1.2.2 - Estabelecimento da Plântula

Após a emersão da radícula observa-se que o eIXOembrionário

aumenta de tamanho e há um incremento. tanto em peso fresco como em peso

seco deste órgão e diminuição no peso seco do órgão de reserva. A absorção de

água aumenta exponencialmente e a taxa respiratória segue a mesma tendência.hgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

O órgão de reserva, eventualmente diminuirá sua atividade metabólica a níveis

muito baixos. até esgotar suas reservas e separar-se da plântula. Em alguns cacos

os órgãos de reserva mantêm-se ativos, podendo até se transformarem em órgãos

fotossintetizadores, como é o caso do algodão (RAVENCBAe t a l . , 1992). As

mudanças em peso relatadas acima. resultam da intensa mobilização das

reservas, principalmente de carboidratos. lipídios e proteínas, armazenadas nos

cotilédones, no endosperma ou perisperma, as quais são transformadas em

produtos solúveis, que podem ser reutilizados no órgão de reserva. antes de

serem transportados. Estes produtos solúveis são, em geral, usados como

substratos da respiração ou podem dar origem a outros compostos mais

complexos, especialmente no eixo embrionário, onde serão usados nos processos

fisiológicos necessários ao alongamento, divisão e diferenciação celulares

(BEWLEY & BLACK. 1982).

Nas dicotiledôneas não endospérmicas, o embrião consta de um

eixo e de dois cotilédones (órgãos de reserva), dispostos um de cada lado deste

eixo. Em uma das extremidades do eixo encontra-se a radícula, que, ao

desenvolver-se transforma-se no sistema radicular, e na outra extremidade,

localizada acima dos cotilédones, encontra-se a plúmula, que irá ongmar o

epicótilo da plântula. De acordo com RAVEN e t aI. (1992), do ponto de vista

morfológico, após a emersão da radicula, o crescimento do eixo embrionário



pode dar origem a dois tipos de estabelecimentos de plântulas: no primeiro, que

tem como exemplo a ervilha os cotilédones permanecem sob o solo (hipógeo),

enquanto que a plúmula cresce para dar origem ao epicótilo, que neste caso é a

parte aérea da plântula; no segundo tipo. que ocorre no feijão-de-corda (WIENhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA&

SUMMERFIELD, 1984), os cotilédones emergem do solo (epígeo) em

decorrência do crescimento do hipocótilo (porção do eixo localizada entre os

cotilédones e a radícula), desenvolvendo-se a plúmula, acima dos cotilédones.

Neste caso a parte aérea da plântula é composta de hipocótilo e de epicótilo.

1.3 - Salinidade nos Estág:ios Iniciais de Desenvolvimento

Quando a concentração de sais no solo ou no meio de cultivo

aumenta, ocorre uma diminuição na velocidade e na percentagem de germinação

(BUFFUM, 1896, 1899~ UHVITS, 1946~ MAYER & POLJAKOFF-MA YBER,

1963: LYLES & FANNING, 1964: STROGONOV, 1964; UNGAR, 1967:

PRISCO & O'LEARY, 1970~ ENÉAS FILHO, 1979~ CASTRO, 1982:

BANDEIRA, 1992). Em glicófitas, o processo até a emersão da radícula é menos

afetado pela salinidade do que aquele do estabelecimento da plântula (HASSON

& POLJAKOFF-MAYER 1980/1981: PRISCO, 1987), em oposição ao que

UNGAR (1978) afirma ocorrer com certas halófitas, as quais requerem

concentrações de sais mais baixas durante a germinação do que nas etapas

subsequentes, ou seja, durante o estabelecimento da plântula.

A inibição da germinação das sementes pela salinidade advem,

primordialmente, da redução do gradiente de potencial hídrico entre a semente e

o solo, a qual acarreta diminuição na absorção de água (UHVITS, 1946;

o



PRISCOhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& O'LEARY, 1970), com repercussão negativa no metabolismo

(PRISCO 1987).

A salinidade ao inibir o desenvolvimento da planta em suas etapas

iniciais. o faz porque afeta, principalmente, a segunda fase do processo

germinativo, ou seja, o estabelecimento da plântula (PRISCO & O'LEARY,

1970). De acordo com PRISCO (1987), a salinidade retarda o estabelecimento

da plântula deCBAV ig n a u n g u i c u l a t a , sendo este efeito bem mais acentuado quando

a concentração de NaCl é superior a 4,0 gll. A partir desta concentração o

crescimento do eixo embrionário é afetado, coincidindo com a inibição da

mobilização das reservas (PRISCO, 1987). Após a emersão da radícula, há uma

acentuada inibição na mobilização das reservas da semente, que redunda no

retardamento ou inibição do crescimento do eixo embrionário (PRISCO &

VIEIRA 1976; ENÉAS FILHO. 1979; PRISCO e t a l . , 1981: CASTRO, 1982;

GOMES FILHO e t a l . , 1983; GOMES FILHO, 1985; BANDEIRA 1992). Isto

ocorre porque o excesso de sais afeta: a atividade ou solubilização das hidrolases;

a síntese d e n o v o destas enzimas: a translocação dos produtos de hidrólise dos

cotilédones para o eixo embrionário, ou, devido a uma combinação de tais efeitos

(PRISCO, 1987).

1.4 - Mobilizacão de Carboidratos de Reserva

A degradação de substâncias armazenadas nas diversas partes da

semente ocorre desde os estágios iniciais do processo germinativo. Entretanto a

mobilização das substâncias armazenadas nos orgãos ditos de reserva acontece,

predominantemente após a germinação (MURRA Y, 1984). No processo de
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mobilização das reservas de carboidratos tem sido dado maior destaque à

mobilização do amido, principal carboidrato de reserva nas leguminosas não

endospérmicasCBA ( P h a s e o l u s . P i s u m , L u p i n u s , L e n s ) . Entretanto, outros

carboidratos de reserva são também encontrados em cotilédones de leguminosas,

tais como, oligossacarídios (rafinose, estaquiose e verbascose) e polissacarídios

(galactomananos, xiloglicanos e galactano-pectinas) que contém galactose em

suas estruturas (PRIDHAM & DAY, 1974~ BEWLEY & BLACK. 1978). Estes

últimos encontrados principalmente nas paredes celulares.

A D-galactose é uma hexose presente nas plantas supenores e

ocorre sobretudo na forma combinada, usualmente ligada a outros resíduos de

monossacarídios. Polissacarídios constituídos somente por unidades de D-

galactose são raros. Contudo a D-galactose é encontrada em combinação com

vários monossacarídios ou seus derivados, em diversos oligo e polissacarídios

(COURTOIS, 1968. citado por TIPSONhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& HORTON, 1980).

A via catabólica para liberação de resíduos de galactose, presentes

nos oligo e polissacarídios, envolve dois tipos de enzimas hidrolíticas: as a-

galactosidases (E.C 3.2.1.22) e as J)-galactosidases (E.C 3.2.1.23). As primeiras,

que catalisam a hidrólise de ligações galactopiranosídicas do tipo a- 1,6

(BEWLEY & BLACK 1978), já foram encontradas em microrganismos (LI e t

a J . . 1963: SUZUKl e t a l . , 1966 citados por AGRAWAL & BAHL. 1968) e em

plantas superiores (DEY, 1981 ~ CHANDRA-SEKHAR & DEMASON, 1990;

PORTER & LADISCH, 1991; PORTER e t a i . 1992). Atuam como exo-

galactosidases liberando resíduos de D-galactose de oligossacarídios e de

polissacarídios (BEWLEY & BLACK. 1978; DEY, 1980, 1981). As J)-

galactosidases catalisam a hidrólise de ligações galactopiranosídicas do tipo J)-

1.2 (EDW ARDS e t a l . . 1988) e já foram encontradas em microrganismos (REID
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BEWLEY, 1979) e em diferentes órgãos de várias espécies de plantas

periores (AGRAWALhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& BAHAL.~ 1968: SOMME~ 1971: PALMIANO &

íLIANO, 1973~ JOHNSONCBAe t a i . . 1974~ WALLNER & WALKER, 1975:

REID & BEWLEY. 1979: BISWAK 1987: KUNDU e t a l . . 1990: KONNO &

KATOH, 1992). Do mesmo modo que as u-galactosidases. elas liberam resíduos

de D-galactose, os quais podem atingir a via glicolítica e constituírem-se em

importante fonte de energia, especialmente durante os primeiros estágios de

desenvolvimento da plántula (DEY. 1980),

1.5 - Salinidade ~ Mobilizacão de Carboidratos de Reserva

Como a mobilização das reservas da semente ocorre,

principalmente, após a emersão da radícula e é fundamental para que a planta se

estabeleça (BEWLEY & BLACK, 1978), é lógico esperar-se que a salinidade

exerça algum efeito sobre este processo.

GOMES FILHO & PRISCO (1978) através de medidas de peso

seco de cotilédones de plântulas de V ig n a u n g u i c u l a t a demonstraram claramente

que a salinidade retardava a hidrólise e/ou o transporte dos produtos de hidrólise

das reservas para o eixo embrionário. afetando drasticamente o crescimento deste

último. Sendo assim, algumas possibilidades foram levantadas de como a

salinidade poderia afetar a mobilização de reservas cotiledonárias: (i) inibindo a

síntese d e n o v o de enzimas responsáveis pela hidrólise das reservas

cotiledonárias; (ii) inibindo a atividade destas hidrolases; (iii) impedindo a

solubilização destas enzimas; e finalmente, (iv) impedindo a translocação dos

produtos de hidrólise dos cotilédones para o eixo embrionário (PRISCO, 1987).
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Os cotilédones das leguminosas não endospérmicas contém células

com paredes celulares ricas em hemiceluloses. A mobilização destes

componentes têm sido descrita emCBAP i s u m . P h a s e o l u s e L u p i n u s s p p . (PARKER.

1975, citado por BEWLEY & BLACK., 1978), embora a composição destas

hemiceluloses e seus produtos de hidrólise sejam largamente desconhecidos,

provavelmente, podem exercer funções de reserva, principalmente na etapa de

estabelecimento da plântula, fase em que os efeitos da salinidade são conspícuos.

Apesar disto, existem poucos dados sobre os efeitos da salinidade na

mobilização dessas reservas (GONZALEZ-MURUA e t a l . . 1985: CORCHETE &

GUERRA, 1986).

São poucos os estudos dos efeitos da salinidade nas atividades o- e

~-galactosidásicas. Entretanto. CORCHETE & GUERRA (1986),

acompanharam a atividade destas enzimas ao longo da germinação em sementes

de lentilha sob condições de estresse. Os resultados obtidos por eles mostram

que as atividades a- e l)-galactosidásicas nos cotilédones não variam sob

condições de estresse, mantendo-se em níveis semelhantes àqueles encontrados

em condições controle. Além disto, eles verificaram que estas enzimas se

apresentavam com elevadas atividades em sementes quiescentes. Posteriormente,

os mesmos autores (1987b) demonstraram que as atividades destas enzimas

durante o processo de geminação eram controladas pelo eixo embrionário.

Entretanto, eles não elucidaram como o eixo embrionário atuava, isto é, se ele

funcionava como dreno ou como liberador de substâncias reguladoras de

crescimento.
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1.6 - Propriedades Bioquímicas das Galactosidases

Muitas pesquisas envolvendo o metabolismo de sementes

germinantes têm sido feitas, visando a obtenção de informações sobre as

diversas vias metabólicas que ocorrem durante o processo germinativo e como

elas se interrelacionam. Um pré-requisito essencial para o esclarecimento do

papel fisiológico de uma enzima consiste em sua purificação e acompanhamento

do estudo de suas propriedades tísicas e cinéticas. Vários esquemas têm sido

propostos através dos anos tentando simplificar e agilizar a purificação dahgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa-

galactosidase, bem como identificar seu papel fisiológico.

PETEK & DONG (1961), citado por DEY (1981), foram os

primeiros a encontrarem múltiplas formas de o-galactosidase quando

trabalhavam com café. DEY & PRIDHAM (1969) trabalhando com sementes deCBA

V i c i a faba encontraram dois picos de atividade o-galactosidásica por

cromatografia de exclusão molecular (Sephadex G-I00). Essas duas formas

apresentaram pesos moleculares de 209.000 e 38.000, com termoestabilidade e

ótimos de pH diferentes. Posteriormente, eles mostraram que sementes de outras

espécies também apresentavam duas formas de u-galectosidase, com. pesos

moleculares e ótimos de pH diferentes (DEY & PRIDHAM, 1972: DEY, 1981).

Por outro lado. CORCHETE & GUERRA (1987a) trabalhando com cotilédones

de plântulas de lentilha e utilizando cromatografia de troca iônica verificaram a

existência de duas formas de o-galactosidase. Os mesmos autores (1987b)

observaram efeitos semelhantes de alguns íons metálicos e outros agentes

químicos nas atividades dessas duas formas de o-galactosidase. Associando a

técnica de purificação em cromatografia de exclusão molecular com aquela de

troca iônica, ALANI e t a I . (1989), trabalhando com uma variedade de V ig n a



u n g u i c u l a t a zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAcoletada na Califórmia (EE.UU), encontraram a existência de três

isoenzimas de cc-galactosidase, com pesos moleculares de 111.000, 30.000 e

29.000. Eles concluíram, através de eletroforese em gel de poliacrilamida com

SDS, que a isoenzima de peso molecular de 111.000 era um tetrâmero daquela

de 30.000 e que estas isoenzimas apresentaram diferentes prcoriedades,

De acordo com LI c t a i . (1975) e KONNO e t a l . (1986), trabalhos

com purificação e caracterização de J)-galactosidases de plantas são

relativamente escassos em comparação com aqueles em microrganismos.

Entretanto, estudos de purificação e caracterização destas enzimas em algumas

espécies de plantas e em diferentes órgãos, comprovam a existência de

isoenzimas de J)-galactosidase, que apresentam diferentes propriedades fisicas e

cinéticas (PRESSEY, 1983: BISWAS, ]987: KUNDU e t a l . 1990).

1.7 - Objetivos

O feijão-de-corda ( V i g n a u n g u i c u l a t a (L.) Walp.), também

chamado de feijão macassar, feijão fradinho, feijão-de-praia e caupi, é uma

leguminosa dotada de alto valor protéico. amplamente distribuida no mundo

(SINGHhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& RACHIE, 1985), e suas sementes são consumidas em grandes

quantidades por populações de baixa renda do Nordeste brasileiro (MAY e t a l . ,

1988).

Além disto, V ig n a u n g u i c u l a t a (L.) Walp, apresenta algumas

vantagens no estudo de bioquímica e fisiologia da germinação sob condições de

estresse salino porque: (i) é uma espécie sensível a salinidade; (ii) possui

sementes grandes. o que facilita o manuseio em laboratório: (iii) seu

12
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metabolismo durante a germinação vem sendo estudado com relação à várias

substáncias de reserva (PRISCO . 1987).

Considerando-se que no feijão-de-cordaCBA( V i g n a u n g u i c u l a t a (L.)

Walp.) CV. Pitiúba a mobilização de reservas cotiledonárias é uma etapa

fundamental para o estabelecimento da plântula (PRISCO e t a l . , 1975).

especialmente sob condições de salinidade (PRISCO. 1987), pretende-se,

usando-se cotilédones desta espécie, estudar os efeitos do NaCI i n v i v o e i n v i t r o

nas atividades das enzimas (1.- e 13-galactosidases, responsáveis pela mobilização

das reservas de carboidratos que possuem galactose em suas estruturas. Além

disto, pretende-se fazer uma purificação parcial da enzima u-galacrosidase e a

partir daí estudar suas propriedades fisicas e cinéticas, com a finalidade de

contribuir para a compreensão da função destas enzimas no processo de

mobilização de reservas de carboidratos em Jeguminosas não endospérmicas.



2 - MATERIAL E MÉTODOS

2.1 - Sementes ~ Condições de Genninação

As sementes de feijão-de-cordaCBA( V i g n a u n g u i c u l a t a (L.) Walp),

cultivar Pitiuba, foram obtidas do Departamento de Fitotecnia do Centro de

Ciências Agrárias da Universidade Federal do Ceará (Fortaleza, Ceará. Brasil).

ElashgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAforam acondicionadas em frascos hermeticamente fechados, contendo sílica

gel e armazenadas à uma temperatura de 10°C até utilização nos experimentos.

As sementes foram selecionadas para germinação de acordo com a

cor. tamanho e conformação, sendo excluídas as pequenas. escuras e mal

formadas. As selecionadas foram desinfetadas com uma solução de hipoclorito

de sódio contendo 2,5% de cloro ativo (Brilux, Raimundo da Ponte Indústria

S/A Olinda. Pernambuco, Brasil). diluída 1:3 (v.v), durante 10 minutos. sendo

excluídas as que flutuaram na referida solução, bem como aquelas que se

apresentaram "queimadas" após esse tratamento. Em seguida, foram lavadas

com água destilada, a fim de retirar o excesso de cloro residual.

Para a germinação, usou-se como substrato duas folhas de papel

de filtro (PRISCO & O'LEAR Y, 1970) de 30 em x 30 em (papel mata borrão

filtro 80 glcm2: Companhia Fabricadora de Papel, São Paulo, SP), devidamente

esterilizadas por autoclavagem à 121°C durante 20 minutos e umedecidas com

água destilada ou com solução de NaCl O,] M. Uma única fileira de 10 sementes

foi semeada a aproximadamente 2,5 em da borda superior do papel. Após a

semeadura.. cinco conjuntos de duas folhas de papel de filtro. contendo 10

14
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sementes cada. foram enrolados individualmente e dispostos verticalmente.

dentro de recipientes de plásticos (8 em x 8 em x 13 em). contendo cada um 20

ml da mesma solução utilizada para umedecer o papel. Os recipientes contendo

os rolos de papel com as sementes, foram então colocados dentro de cubas de

vidro (24 em x 24 em x 42 em) e estas mantidas no escuro. A temperatura e a

umidade relativa registradas no interior das cubas de vidro, durante o período

experimental. foram 25 ± 1 °C e 1000;ó,respectivamente.

2.2 - Preparação do Extrato Total

O extrato total foi obtido segundo ALANICBAe t a i . ( ] 989), com

modificações. Para cada preparação, cotilédones de sementes quiescentes e de

plântulas com L 3, 5, 7 e 9 dias após a semeadura foram macerados em

almofariz com tampão citrato 25 mM - fosfato 50 mM (McIL WAINE, 1921) pH

5.5 na proporção de 1:10 (p/v) e deixados por uma hora em banho de gelo. Em

seguida, a suspensão foi filtrada em tela de nylon e centrifugada a 10.000 x g

por 30 minutos a 4°C, sendo o precipitado descartado e o sobrenadante (extrato

total) congelado para posterior utilização nas determinações de atividade

galactosidásica.
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2.3 - Atividade Galactosidásica

As atividades u- e ()-galactosidásicas foram determinadas de acordo

com o método de DEY & PRIDHAM (1969), com modificações. A mistura de

reação continha 0,5 ml de extrato (diluído quando necessário) e 0,5 ml de p-

nitrofenil-a-galactopiranosídeo ou p-nitrofenil-ü-galactopiranosídeo (Sigma

Chemical Company, St. Louis, MO, EE.UU.) como substratos dissolvidos no

tampão McIlwaine pH 5,0 e pH 4,0, respectivamente. Em seguida a mistura foi

incubada a 37°C por 15 minutos e a reação foi parada pela adição de 1.5 ml de

Na2C03, 0,1 M. Para cada reação preparou-se uma prova em branco de ensaio,

constituída do substrato e de carbonato de sódio 0,1 M com a posterior adição

do extrato. As atividades galactosidásicas foram determinadas medindo-se a

absorbância em 400 nm (A400) e subtraindo-se de cada leitura o valor de A400

da prova em branco. Estas diferenças em absorbâncias (LlA400) foram

transformadas em unidades de atividades (UA). Uma unidade de atividade foi

detinida como sendo igual a um ~OO de 0.0].

Estudou-se o efeito do NaCICBAi n v i v o e i n v i t r o nas atividades u- e

()-galactosidásicas. Nos experimentos i n v i v o as atividades foram determinadas

em extratos de cotilédones de sementes quiescentes e de plântulas com 1, 3, 5, 7

9 dias após a semeadura em água destilada (tratamento controle) e em solução

e NaCI O, I M (tratamento salino). As atividades total e específica foram

expressas em UA x cot. -1 x h-I e UA x mgp-I x h-I, respectivamente e.

representam médias de 3 repetições, oriundas de extratos diferentes e cada um

dosado em triplicata. Nos experimentos i n v i t r o as atividades u- e ()-

galactosidásicas foram obtidas de extratos totais de cotilédones provenientes de

sementes quiescentes, e foram determinadas em função de quantidades
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crescentes de NaCl no meio de reação (0,10, 0,25, 0,50, 0,75 e 1.00 M). Os

resultados de atividade enzimática foram expressos como percentagens do

controle e representam médias de dois experimentos cada um, em duplicata.

2.4 - Determinação de Proteína

Determinou-se a concentração de proteína pela adição de 2,5 ml do

reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Chemical Company, S1. Louis,

MO, EE.UU.) a 50 J..LI da amostra, realizando-se a leitura de absorbância em 595

nrn, 10 minutos após a adição do reagente (BRADFORD, 1976). Albumina

sérica bovina (Sigma Chemical Company, S1. Louis, MO, EE.UU.) foi usada

como padrão.

2.5 - Purificação da a-galactosidase

2.5.1 - Precipitação com Ácido Cítrico e Fracionamento com Sulfato de

Amônio

O extrato total foi inicialmente submetido à uma precipitação com

ácido cítrico 1 M até pH 3,5. Em seguida. o extrato foi centrifugado a 10.000 x g

por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante teve seu pH elevado para 5,5 com

fosfato de sódio dibásico 1 M. O sobrenadante resultante foi submetido a um

fracionamento com sulfato de amônio usando-se as faixas de ° a 20, 20 a 85 e
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85 a 1OO~Óde saturação. tendo-se escolhido a fração 20 a 85% (F20-85) para ser

aplicada numa coluna de Sephadex G-IOO.

2.5.2 - Cromatografia de Exclusão Molecular - Sephadex G-IOOhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
,

o geI de Sephadex G-IOO (Phannacia Fine Chernicals, Inc.,

Uppsala. Suécia) foi intumescido em água destilada a 90 °C por 5 horas. Uma

coluna de 2,8 em x 30 em foi montada de acordo com ROBYT & WHITE (1987)

e equilibrada com tampão McI1waine pH 5,5 contendo KCl 0,1 M.

Para a determinação do volume de exclusão da coluna (Vo)

issolveram-se 10 mg de azul dextrana (Sigma Chemical Company, St. Louis.

_ 0, EE.UU.) em 4,0 ml tampão McI1waine pH 5,5. Em seguida. aplicou-se esta

lução à coluna de Sephadex G-l 00 e mediu-se o volume de eluíção do corante

·olume de exclusão da coluna, Vo). O peso molecular (PM) da enzima a-

= actosidase foi calculado de acordo DETERMANN (1969) conforme a equação

lXO:

Log PM = 5,941 - 0,847 (VeNo)

e Ve corresponde ao volume de eluição da enzima .

O pó liofilizado da F20-85 foi dissolvido em tampão McIlwaine pH

: : e. em seguida, aplicado a uma coluna, previamente equilibrada com o mesmo

ão. A cromatografia se realizou a um fluxo constante de 34,8 ml por hora e

_ "C, Os efluentes foram recolhidos em frações de 4,5 ml, em um coletor

mático, determinando-se em seguida a absorbância em 280 nm e a atividade

_alactosidásica em cada uma das frações. As que mostraram-se ativas foram
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juntas e após diálise por 24 horas contra água destilada a 12°C foram

centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos. sendo o sobrenadante liofilizado.

2.5.3 - Cromatografia de Troca Iônica - CM-Celulose
I

Para preparação da coluna de troca iônica, uma quantidade

suficiente de CM-Celulose foi lavada sucessivamente em água destilada. HCI 0.1

M, água destilada, NaOH 0,1 M e por fim equilibrada com tampão McIlwaine

pH 3,5. A coluna (2 em x 19 em) foi preparada sob a ação da gravidade. A

cromatografia em CM-Celulose do concentrado do pico de atividade da

Sephadex G-IOO realizou-se a um fluxo de 24 ml por hora e a 12°C. O pó

liofilizado deste pico foi dissolvido em tampão McIlwaine pH 3,5 e o pH

ajustado com ácido cítrico 1 M para 3,5. A eluição foi iniciada com o tampão

McIlwaine pH 3,5 e em seguida com um gradiente salino (0,2 a 0,8 M de KCl;

60 ml) no mesmo tampão. Foram coletadas frações de 3.5 ml, sendo

determinadas suas absorbâncias em 280 nm e atividades a-galactosidásicas. As

frações ativas foram juntas e dependendo do objetivo, foram dialisadas contra

água destilada ou tampão McIlwaine pH 5,0 por 24 horas a 12°C. Após

centrifugação a 10.000 x g por 15 minutos a 4 "C o sobrenadante foi congelado

para posterior utilização (a-galactosidase parcialmente purificada).

Ao final de cada cromatografia, o gel era lavado com HeI e NaOH

como descrito anteriormente.
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2.6 - Caracterização da a-Galactosidase Parcialmente Purificada

2.6.l - Curva de pH

Utilizando a fração parcialmente purificada da cc-galactosidase,

dialisada contra água destilada, estudou-se a atividade a-galactosidásica em

função de diferentes pH (2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0 e 7,5).

Para a realização do ensaio de atividade utilizou-se o substrato sintético

específico dissolvido em tampão McIlwaine nos referidos pH. Os valores de

atividade enzimática foram expressos em percentagens do controle e representam

médias de dois experimentos. cada um com três repetições.

_.6.2 - Estabilidade Térmica

Verificou-se o efeito de diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60. 70 e

80°C) na atividade enzirnática, usando-se o dialisado em tampão McIlwaine pH

5,0, do pico retido na cromatografia em CM-Celulose. Para isso, alíquotas de

500 ,.LI da solução enzimática foram incubadas por 10 minutos nas temperaturas

indicadas acima. procedendo-se em seguida às determinações das atividades

enzimáticas, que foram expressas em percentagens do controle e representam

médias de três experimentos, cada um com três repetições.



2.6.3 - Ions Metálicos e Agentes Químicos

Utilizando-se a fração parcialmente purificada da c-galactosidase.

dialisada em tampão McIlwaine pH 5,0 investigou-se o efeito de vários íons

metálicos (Ca2+, Mg2+, Hg2+, c02+, Fe2+, Cu2+, Mn2hgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+) e agentes químicos
I

(galactose, 2-mercaptoetanoL EDTA) na atividade enzimática. Esta fração (500

JlI) foi pré-incubada a 37 "C por 10 minutos em presença e ausência (controle)

do íon metálico ou agente químico na concentração de 4 mM. com exceção da

galactose cuja concentração foi de 8 mM. Em seguida, o ensaio de atividade

enzimática foi realizado em presença dos íons metálicos ou agentes químicos nas

concentrações indicadas acima. Os valores de atividade foram expressos em

percentagens do controle e representam médias de três experimentos, cada um

com três repetições.

2.7 - Delineamento Experimental ~ Análise Estatística

A análise estatística dos resultados dos experimentos foi feita

partindo-se de um delineamento fatorial com dois fatores. O primeiro fator

possuia dois níveis (controle e salinidade) e o segundo correspondia aos dias

após a semeadura. Foram estudadas as variáveis: atividades c-galactosidásicas

total e específica atividades f)-galactosidásicas total e específica e as

concentrações de proteínas dos extratos. Usando-se o delineamento acima,

determinou-se as diferenças estatísticas entre o controle e o tratamento salino

pelo teste F, a partir da análise de variância (GOMES, 1973~ MONTGOMERY,

1991 ) e comparações múltiplas através do teste de Tukey (MONTGOMERY,

21



1991). Usou-se um nível de 5% de significância nos testes realizados nas

comparações múltiplas



3 - RESULTADOS

3.1 - Condições de Ensaio de Atividade GalactosidásicahgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

o estudo das atividades u- e ~-galactosidásicas durante a

germinação e estabelecimento da plântula foi precedido da determinação das

condições ótimas de ensaio. em extratos totais obtidos de cotilédones de

sementes quiescentes.

Na faixa de pH estudada (2.0 a 8.0) a atividade c-galactosidásica

aumentou desde pH 2.0 até pH 5,5, quando a partir daí começou a decrescer até

pH 8.0 (Figura IA). O pH 5.0 foi escolhido como pH de ensaio para a enzima u-

galactosidase. A atividade ~-galactosidásica foi estudada na faixa de pH de 2,0 a

7.5. Esta atividade mostrou-se crescente até pH 3.5. decrescendo em seguida até

pH 6,5, quando permaneceu constante até pH 7,5. O pH 4,0 foi escolhido como

pH de ensaio para a enzima ~-galactosidase (Figura 1B).

As atividades a- e ~-galactosidásicas aumentaram em função de

quantidades crescentes de extrato total (enzima bruta), diluídos 1:20 (v:v) com

tampão Mcl1waine pH 5,0 e pH 4,0, respectivamente, na mistura de reação.

observando-se linearidade até o valor de ~OO x 15 mirr l de aproximadamente

0,600 (Figura 2). Portanto, todas as medidas de atividade galactosidásica foram

feitas a partir de leituras de absorbâncias que resultassem em valores de ~OO

x 15 mirr l menores ou iguais a 0,600.

23
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Figura 1 - Atividades a-galactosidásica (A) e p-galactosidásica (B) em função do
pH em extratos de cotilédones de sementes quiescentes de feijão-de-

cordaCBA( V i g n a u n g u i c u l a t a (L.) Walp.) cv. Pitiúba .
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3.2 -zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAEfeito do Estresse Salino na Atividade GalacIOsidásica ~ na

Concentracão de Proteína

Nos experimentos realizados para se estudar os efeitos do estresse

salino na atividade galactosidásica durante os primeiros estágios de

desenvolvimento, observou-se que a atividade a-galactosidásica total (Figura 3)

nos cotilédones provenientes de sementes que foram semeadas em água destilada

(tratamento controle) aumentou até o 10 dia após a semeadura. manteve-se

constante até o 3° dia, quando decresceu até o final do experimento, atingindo

um valor de 80°;0 daquele do dia zero. Por outro lado, a atividade a-

galactosidásica total nos cotilédones provenientes de sementes semeadas em

solução de NaCI 0.1 M (tratamento salino), decresceu no ] ° dia, em seguida,

aumentou até o 3° dia e, manteve-se aproximadamente constante até o 7° dia. e

daí aumentou até o 9° dia quando apresentou valor igual a 111 % ) daquele

observado no dia zero. A atividade total medida no tratamento controle foi

estatisticamente superior àquela do tratamento salino, até o 3° dia. igualou-se no

50 dia, e após o 70 dia ocorreu o inverso, ou seja, os valores do tratamento salino

superaram os do controle (Tabela 1).

A atividade J3-galactosidásica total (Figura 4) nos colitédones

provenientes de sementes que foram semeadas em água destilada aumentou até o

3° dia após a semeadura, decrescendo, acentuadamente, até o final do

experimento quando apresentou um valor igual a 61CBA% daquele do dia zero. Nos

cotilédones provenientes de sementes que foram semeadas em solução de NaCI

0,1 M, a atividade J3-galactosidásica total aumentou até o 3° dia após a

semeadura. decresceu até o 5° dia, e, finalmente, aumentou de atividade até o 9°

dia quando apresentou um valor igual a 130% daquele do dia zero. No primeiro
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Figura 3 - Atividade c-galactosidásica total de extratos de cotilédones de

sementes de feijão-de-cordaCBA( V i g n a u n g u i c u l a t a (L.) Walp.) cv.
Pitiúba, semeadas em água destilada (e) e em solução de NaCl 0,1
M(o).
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Tabela 1 - Atividades c-galactosidásicas total e específica de extratos de

cotilédones de feijão-de-corda (VignaCBAu n g u i c u l a t a hgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA(L.) Walp.) c .

Pitiúba semeadas em água destilada (C) e em solução de aCI 0.1

M (S).

Dias após Atividade Total Atividade Específica

a semeadura (UA x cOL1 x h-I) (UA x mgP -1 x h-I.

C S C

1 5.880,1 3.968,5 2.059,6 1. 66.6

3 5.802,6 5.012,2 2.997,2 1.991,3

5 4.532,9 4.785,4 6.348,6 2.862,1

7 4.101,7 4.698.8 9.034.6 3.120.0

9 3.753,0 5.239.0 27.195,7 5.275.9

"Dois valores sublinhados não são estatisticamente diferentes ao

n í v e l de 5%.

- Os v a l o r e s de atividades t o t a l e específica em extratos de cotilédo es

de sementes quiescentes foram 4.705,0 e 1.598,5, respecti amente.
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Figura 4 - Atividade ~-galactosidásica total de extratos de cotílédones de
sementes de feijão-de-cordaCBA( V i g n a u n g u i c u l a t a (L.) Walp.) cv.

Pitiúba, semeadas em água destilada (.) e em solução de NaCl 0, I
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dia do período experimental a atividade ~-galactosidásica foi estatisticamente

superior no tratamento controle, enquanto que no final (9° dia) a atividade no

tratamento salino foi maior do que no controle (Tabela 2). Apesar da análise

estatística haver mostrado diferença significativa entre os dois tratamentos no 5°

dia após a semeadura (Tabela 2) as tendências das duas curvas (Figura 4)

sugerem que do 3hgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA° ao 70 dias os valores de atividade nos dois tratamentos não

devam diferir entre si.

As atividades a- e p-galactosidásicas específicas dos extratos de

colitédones provenientes de plântulas dos dois tratamentos apresentaram-se

crescentes ao longo de todo o experimento, tendo a atividade específica do

tratamento controle se mantido sempre superior àquela do tratamento salino,

exceto no caso da atividade ~-galactosidásica que no 10 foi igual nos dois

tratamentos (Figuras 5 e 6~Tabelas 1 e 2). No último dia do experimento o valor

da atividade o-galactosidásica específica medida no tratamento controle foi 5,0

vezes superior àquela do tratamento salino, enquanto que, para o mesmo dia a

atividade ~-galactosidásica específica medida no tratamento controle foi de 3.3

vezes àquela do tratamento salino (Figuras 5 e 6).

A Figura 7 mostra os valores de concentração de proteína dos

extratos de cotilédones dos tratamentos controle e salino utilizados para as

determinações das atividades a- e ~-galactosidásicas. Como pode ser observado,

a concentração de proteína nos dois tratamentos decresceu ao longo de todo o

período experimental. Nos extratos de cotilédones provenientes de plântulas de

sementes semeadas em água destilada a concentração de proteína apresentou um

pequeno decréscimo até o 10 dia após a semeadura, decrescendo de forma

acentuada até o 90 dia quando apresentou valor igual a 4,6% daquele do dia zero.

Nos extratos de cotilédones provenientes do tratamento salino a
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Tabela 2 - Atividades ~-galactosidásicas total e específica de extratos de

cotilédones de feijão-de-cordaCBA( V i g n a u n g u i c u l a t a (L.) Walp.) cv.

Pitiúba semeadas em água destilada (C) e em solução salina (S).

Dias após Atividade Total Atividade Específica

a semeadura (DA x cor'! x h-I) (DAxmgP -1 x hrhgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAl )

C S C S

1 7.889,7 6.769,9 2.763,5 2.501,8

3 8.213,4 7.906~9 4.242,5 3.141,4

5 7.649,8 6.635,4 10.714,0 3.968,5

7 6.527~3 7.441.4 14.377,3 4.941,2

9 3.860,1 8.271,6 27.971,7 8.329,9

- Dois valores sublinhados não são estatisticamente diferentes ao

nível de 5%.

- Os valores de atividades total e específica em extratos de cotilédones

de sementes quiescentes foram 6.367,1 e 2.161,9, respectivamente.
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Figura 5 - Atividade u-galactosidásica específica de extratos de cotilédones de
sementes de feijão-de-cordaIHGFEDCBA( V ig n a u n g u ic u la ta (L.) Walp.) cv.
Pitiúba, semeadas em água destilada (e) e em solução de NaCI 0,1 M
(o).
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Figura 7 - Concentração de proteína em extratos de cotilédones de sementes de

feijão-de-cordaIHGFEDCBA( V ig n a u n g u ic u la ta (L.) Walp), cv. Pitiúba semeadas

em água destilada (. ) e em solução de NaCI 0,1 M (o).
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concentração de! proteína apresentou pequeno decréscimo até oedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAT' dia após a

semeadura. quando então começou a decrescer de modo significativo. chegando

no final do experimento. com um valor de 33.4% daquele do dia zero. Além

disso, do 3° ao 9° dias após a semeadura, os valores de concentração de proteína

nos extratos de cotilédones provenientes do tratamento salino foram sempre

estatisticamente maiores do que os encontrados para os pro enientes do

tratamento controle (Tabela 3).

3.3 - Efeito do NaClIHGFEDCBAi n v i t r o na atividade galactosidásica

As atividades a- e f3-galactosidásicas presentes no extrato

cotiledonário total foram determinadas em função de quantidades crescentes de

NaCI na mistura de reação. Como pode ser observado na Figura K este sal na

mesma concentração usada nos experimentos i n v i v o , praticamente não afetou a

atividade das enzimas. Na concentração de NaCI mais elevada (1 M as

atividades a- e f3-galactosidásicas apresentaram-se com valores iguais a 82.5°'0

(Figura 8A) e 88,7% (Figura 8B) daqueles do controle, ou seja, as percentagens

de inibição foram de 17,5~ó e de 11,3%, respectivamente.EDCBA
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Tabela 3 - Teor de proteína em extratos de cotilédones de sementes de feijão-de-

cordaIHGFEDCBAiV ig n a u n g u ic u /a ta (L.) Walp.) cv. Pitiúba semeadas em água

destilada (C) e em solução salina (S).

Dias após Concentração de Proteína

a semeadura (mgP x cor 1)

C S

1 2,855 2,706

3 1,936 2,517

5 0,714 1,672

7 0.454 1,506

9 0,138 0,993

- Dois valores sublinhados não são estatisticamente diferentes ao
nível de 5%.

-o valor do teor de proteína de extratos de cotilédones de sementes

quiescentes foi de 2,966.
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extratos de cotilédones de sementes quiescentes de feijão-de-cordaIHGFEDCBA
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3.4 - Purificação Parcial da a-Galactosidase

3.4.l - Precipitação com Ácido Cítrico e Fracionamento com Sulfato de

Amônio

o processo de purificação parcial da a-galactosidase (Tabela 4) teve

início com a precipitação do extrato total com ácido cítrico 1 M até pH 3.5. Esta

etapa foi responsável por uma purificação da enzima de 3,8 vezes. Em seguida. o

extrato assim purificado foi fracionado com sulfato de amônio nos intervalos de

O a 20, 20 a 85 e 85 a 1000;ôda saturação. Como resultado, observou-se que a

fração precipitada no intervalo de 20 a 850/0 (F20-85) encerrava quase toda a

atividade a-galactosidásica recuperada do processo e apresentou uma

purificação de 8.6 vezes em relação ao extrato total.

3.4.2 - Cromatografia de Exclusão Molecular - Sephadex G-IOO

As frações (F20-85) provenientes de cotilédones de sementes

quiescentes e de cotilédones de plântulas com 5 dias após a semeadura em água

destilada (tratamento controle) e em solução de NaCl 0,1 M (tratamento salino)

foram cromatografadas em coluna de Sephadex G-I00 (Figuras 9, 10 e 11).

Como pode ser observado. os três perfis cromatográficos foram semelhantes. Em

cada um deles observou-se a presença de três picos de proteína (A280), com

pesos moleculares, determinados segundo DETERMANN (1969), de

aproximadamente 69.000, 20.000 e 4.500 e de somente um pico de atividade a-

galactosidásica correspondente a peso molecular de aproximadamente 43.500.
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Tabela 4 - Purificação parcial da enzima a-galactosidase de extratos de

cotilédones de sementes quiescentes de feijão-de-corda (VignaIHGFEDCBA

u n g u ic u la ta (L.) Walp.) cv. Pitiúba.

ETAPAS Voi. Atividade Prot. Ativ. Espec. Purif. Rend.

(ml) (DA xedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAlr l ) (rng) (DA x mgp-l x h-I (% )

Extrato Total 88,0 988.416 938,9 1.052,7 1 100

PAC. cITR Íco 95,0 823.840 207,3 3.974) 83.3

F20-85 29,0 686.720 76,2 9.012,0 .6 69.5

Sephadex G-l 00 49,5 286.550 30,1 9.519,9 9.0 29,0

CM-Celulose 35,0 23.369 6.8 3.436.6 2.4
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Figura 9 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-I00 da F20 _ 85 de
extratos de cotilédones de sementes quiescentes de feijão-de-cordaIHGFEDCBA
( V ig n a u n g u ic u la ta (L.) Walp.) cv. Pitiúba. Proteína (A280~ e) e
atividade a-galactosidásica (L1A400x 15 mirr l~o).
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Figura 10 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-100 da F20 _ 85 de

extratos de cotilédones de sementes de feijão-de-cordaIHGFEDCBA( V ig n a

u n g u ic u la ta (L.) Walp.) cv. Pitiúba após 5 dias de semeadura em

água destilada. Proteína (A280; .) e atividade c-galactosidásica (~

A400 x 15 mirr l ; o).
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Figura 11 - Cromatografia em coluna de Sephadex 0-100 da F20 _ 85 de
extratos de cotilédones de sementes de feijão-de-corda (VignaIHGFEDCBA
u n g u ic u la ta (L.) Walp.) cv. Pitiúba após 5 dias de semeadura em
solução de NaCl O,lM. Proteína (A280; e) e atividade a-

galactosidásica (~OO x l Smirr l ;o).
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Observou-se que, após esta etapa a purificação da c-galactosidase era de 9.0

vezes, e a recuperação de 29,0% (TabelaedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA4).

3.4.3 - Cromatografia de Troca Iônica - CM-Celulose

O pico de atividade u-galactosidásica resultante da cromatografia de

exclusão molecular em Sephadex G-I00 da F20-85 de sementes quiescentes foi

submetido à uma cromatografia de troca iônica em coluna de CM-Celulose. A

Figura 12 mostra o perfil cromatográfico onde evidenciou-se a presença de dois

picos de proteína (A280), um não retido e outro adsorvido ..o qual foi eluído por

meio de um gradiente salino. Toda a atividade u-galactosidásica ficou retida na

coluna e foi eluída com KCI na concentração de aproximadamente 0.5 M sob a

forma de um único pico. Este pico (o-galactosidase parcialmente purificada) foi

.utilizado nos experimentos de caracterização da enzima. Vale ressaltar, que

resultados diferentes deste foram obtidos quando a cromatografia em CM-

Celulose era realizada sem uma lavagem prévia do gel com HCI e NaOH, como

descrito em Material e Métodos. Neste caso ocorria o aparecimento de dois picos

de atividade a-galactosidásica eluídos com o gradiente de KCl (resultados não

apresentados). Após esta cromatografia verificou-se que a purificação parcial da

enzima foi de 3,3 vezes, e com recuperação em atividade de 2,4% (Tabela 4).EDCBA
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Figura 12 - Cromatografia em coluna de CM-Celulose do pico eluído da
cromatografia em Sephadex G-IOO da F20-85 do extrato de
cotilédones de sementes quiescentes de feijão-de-corda (VignaIHGFEDCBA
u n g u ic u la ta (L.) Walp.) cv. Pitiúba. Proteína (A280; e) e atividade
a.-galactosidásica (~OO x 15 mirr l ; o).
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3.5 - Caraterização da a-Galactosidase Parcialmente Purificada

3.5.1 -CurvadepH

A dependência da atividade a-galactosidásica parcialmente

puriticada com o pH do meio de reação é apresentada na Figura 13. A atividade

a-galactosidásica cresceu desde pH 2.0 até 2,5, manteve-se aproximadamente

constante até pH 4.0 e cresceu novamente até pH 6.0, onde apresentou máxima

atividade. A partir daí a atividade decresceu até pH 7,5.

3.5.2 - Estabilidade Térmica

A enzima o-galactosidase mostrou-se bastante estável quando pré-

.incubada em temperaturas na faixa de 30 a 50°C, conservando 93°/óda atividade

do controle. Contudo, para temperaturas mais elevadas a atividade mostrou-se

decrescente. atingindo 13 e 6% da atividade do controle respectivamente, nas

temperaturas de 60 e 80°C (Figura 14).

3.5.3 - Íons Metálicos e Agentes Químicos

Os efeitos de diferentes cátions divalentes e agentes químicos na

atividade a-galactosidásica são mostrados na Tabela 5. Corno pode ser observado

os cátions Ca2edcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ e Mg2+ praticamente não afetaram a atividade a-

galactosidásica. Os cátions Fe2+, Mn2+, e02+ e Cu2+ provocaram inibiçõesEDCBA
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Figura 13 - Atividade enzimática em função do pH da o-galactosidase

parcialmente purificada de extratos de cotilédones de sementes

quiescentes de feijão-de-corda tVignaIHGFEDCBAu n g u ic u la ta (L.) Walp.)
cv. Pitiúba.
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Figura 14 - Efeito da temperatura na atividade da enzima a-galactosidase
parcialmente purificada de extratos de cotilédones de sementes
quiescentes de feijão-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv.

Pitiúba.
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Tabela 5 - Efeito de Íons metálicos e outros efetores na atividade da a-

galactosidase parcialmente purificada de extratos de cotilédones de

sementes quiescentes de feijão-de-corda (VignaIHGFEDCBAu n g u ic u la ta (L.)

WaIp.) cv. Pitiúba. Os valores representam uma média de três
diferentes experimentos em triplicata cada.

Substância Concentração Atividade 0 /0 de inibição
Final (mM) ( 0 /0 do Controle)

CaCl2 4,0 94 6

MgCl2 4,0 91 9

FeC12 4,0 87 13

MnC12 4,0 87 13

CoC12 4,0 79 21

CuC12 4,0 78 22

HgC12 4,0 43 57

2-ME 4,0 99 1

EDTA 4,0 86 14

Galactose 8,0 23 77
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moderadas de (13 a 22%) O íon Hg2+ apresentou-se, dentre os cátions

estudados como o mais forte inibidor. causando uma redução na atividade

enzimática de 57%. A atividade u-galactosidásica praticamente não sofreu

alteração devido a presença de 2-mercaptoetanol (2-ME), foi fracamente inibida

pelo ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) (140/0 de inibição) e fortemente

inibida pelo carboidrato galactose (77%).



4 - DISCUSSÃO

A presença de a- e f3-galactosidases cotiledonárias detectadas em

sementes quiescentes de feijão-de-corda tVignaIHGFEDCBAu n g u ic u la ta (L.) Walp.) cultivar

Pitiúba foi também observada nesta espécie (ALANI e t a l . , 1989), em outras

espécies da mesma família (CORCHETEedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& GUERRA, 1987a. 1987b) e em

espécies de família diferente (KUNDU e t a l . . 1 9 9 0 ) .

Quando se estudou os efeitos do pH (Figura 1) nas atividades destas

enzimas, presentes em extratos totais de sementes quiescentes, verificou-se que

elas apresentaram ótimos de pH nas faixas de 5,0 - 5,5 (a-galactosidase) e de

3,5 - 4,0 (f3-galactosidase). Os valores de pH ótimos para cc-galactosidasc

concordam com os encontrados por DEY & PRIDHAM (1969) em V ic ia faba,

DEY (1981) em C a s ta n e a s a l i v a e ALANI e t a I . (1989) em V ig n a u n g u ic u la ta e

aqueles para f3-galactosidase foram semelhantes aos obtidos por AGRAWAL &

BAHL (1968) em P h a s e o lu s v u lg a r i s e BISW AS (1987) em V ig n a s in e n s i s .

No presente trabalho, foram estudadas as atividades a- e f3-

galactosidásicas durante os estágios iniciais de estabelecimento da plântula. As

duas enzimas aumentaram inicialmente suas atividades totais até atingirem

determinados valores, quando, então, houve estabilização e, posteriormente,

decréscimo progressivo em suas atividades (Figuras 3 e 4; Tabelas 1 e 2). De

forma semelhante ao encontrado por outros autores (CORCHETE & GUERRA

1987b), as atividades a- e f3-galactosidásicas totais proveniente, de extratos de

cotilédones de sementes quiescentes apresentaram-se em altos níveis (Figuras 3 e

4), sugerindo a importância dessas enzimas no processo genninativo. Como se
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sabe as galactosidases são responsáveis pela hidrólise de polissacarídios e

oligossacaridios com a produção de D-galacrose. que pode ser uma fonte de

energia (DEY, 1980) ou de matéria prima para o eixo embrionário em

crescimento. Aumentos em atividades semelhantes aos aqui observados. em

enzimas que pré-existem na semente quiescente são explicados por alguns

autores como sendo devido à um aumento em seus processos de solubilização

que ocorre nos primeiros dias de germinação (JULIANOedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& VARNER, 1969:

TÁRRAGO & NÍCOLAS. 1976: CASTRO. 1982). Por outro lado. o

comportamento das atividades específicas (Figuras 5 e 6: Tabelas 1 e 2) foi

diferente daquele observado para as atividades totais, pois foi sempre crescente

durante todo o período experimental. Isto deveu-se. principalmente, ao

decréscimo no teor de proteína cotiledonária (Figura 7: Tabela 3). Este mesmo

comportamento foi observado para galactosidases extraídas de cotilédones de

lentilha (CORCHETE & GUERRA 1987b) e para proteases. amilases e RNases

cotiledonárias desta mesma espécie (GOMES FILHO & PRISCO, 1978;

PRISCOIHGFEDCBAe t a l . . 1981: GOMES FILHO e t a l . , 1 9 8 3 ) .

Os estudos sobre os efeitos do NaCI in vivo nas enzimas o- e f3-

galactosidases (Figuras 3, 4, 5 e 6; Tabelas 1 e 2) demonstraram que a salinidade

retardou o desenvolvimento das atividades enzimáticas ao longo do processo

germinativo e estabelecimento da plântula. Estes resultados são discordantes

daqueles encontrados por CORCHETE & GUERRA (1986) em cotilédones de

lentilha, que observaram que a salinidade não causou nenhum efeito nas

atividades destas enzimas. Por outro lado. efeitos inibitórios semelhantes aos

aqui observados foram encontrados por outros autores nas enzimas o-amilase, f3-

amilase e RNases (PRISCO e t a l . , 1981; GOMES FILHO e t a l . , 1983) de feijão-

de-corda Pitiúba. O fato dos valores de atividades totais 0.- e f3-



52zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

galactosidásicas no 9° dia após a semeadura terem sido estatisticamente

superiores (Tabelas I eedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA2) nos extratos de cotilédones de plântulas do tratamento

salino, sugere que. em condições de estresse há uma inibição do sistema

enzimático que degrada essas enzimas, pois como se sabe o nível de uma

determinada enzima numa célula é resultado do balanço entre sua síntese e sua

degradação (LEHNINGER 1990). É possível, portanto, que o efeito observado

da salinidade nas galactosidases ou em outros sistemas enzimáticos (KAHANE

& POLJAKOFF-MA YBER. 1968: PRISCO & O'LEARY. 1970). ocorram como

consequência de outros eventos iniciais causados pelo estresse.

Vale ressaltar que na concentração de NaCI aqui utilizada (0,1 M),

este sal é responsável pela inibição da mobilização e/ou do transporte das

reservas cotiledonárias para o eixo embrionário, além de reduzir em cerca de

50% ) o tamanho das plântulas deste cultivar com 7 dias após a semeadura

(GOMES FILHO & PRISCO. 1978~ ENÉAS FILHO ]979: PRISCOIHGFEDCBAe t a l . ,

1981). Os resultados apresentados na Figura 7 e Tabela 3. demonstram que o

estresse imposto às plantas fo i responsável por uma significativa inibição da

mobilização e/ou do transporte das proteínas solúveis dos cotilédones para o eixo

embrionário. Efeitos inibitórios idênticos do NaCI ou de outros agentes

osmóticos não iônicos na germinação e estabelecimento da plântula também

foram encontrados por outros autores (UHVITS, 1946; PRISCO & O'LEAR Y,

1970~ MACHADO e t a i . , 1976; SHEORAN & GARG, 1978; KAWASAKI e t

a l . . 1983). É possível, portanto. que o efeito do NaCI aqui observado nas

atividades 0.- e ~-galactosidásicas seja, em parte, responsável pela redução no

crescimento das plântulas sob condições de estresse.

Os experimentos realizados t n v i t r o (Figura 9) demonstram

claramente que o NaCl na concentração de 0.1 M não afeta as atividades
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galactosidásicas. Isto, reforça a idéia de que os efeitos deste salIHGFEDCBAi n v i v o devem ser

a níveis de solubilização e/ou renovação ("tumover") das enzimas e nãoedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAà uma

inibição propriamente dita em suas atividades. Efeitos semelhantes do NaCI in

v i t r o na atividade ribonucleásica foram encontrados por GOMES FILHO (1976)

em cotilédones deste mesmo cultivar. Todavia, GOMES FILHO & PRISCO

(1978) observaram resultados diferentes ao estudarem o efeito do NaCl i n v i v o e

i n v i t r o na atividade de uma protease (pH 6,0) extraída de cotilédones de feijão-

de-corda Pitiúba. Enquanto que. este sal i n v i t r o foi um forte inibidor da

atividade proteolí tica.. tn v i v o ele praticamente não afetou esta atividade. É

importante destacar que devemos ser cautelosos ao extrapolar possíveis efeitos

de Íons inorgânicos sobre as atividades enzimáticas i n v i t r o com aqueles i n v i v o .

Segundo GREENWAY & OSMOND (1972) as interações dos íons com as

enzimas in v i t r o se fazem de forma artificial, pois eles interagem diretamente

com as proteínas em solução, enquanto que, i n v i v o é possível que as células

regulem o meio iônico do citoplasma de tal maneira que as enzimas não são

normalmente expostas a altos níveis de sais.

Quando a F20-85 proveniente de extratos de sementes quiescentes

foi submetida a uma cromatografia em coluna de Sephadex G-IOO (Figura 9),

somente um pico de atividade (PM de 43.500) foi detectado, diferentemente de

mais de um pico encontrado por ALANI e t a I . (1989) em sementes quiescentes

desta mesma espécie, DEY & PRIDHAM (1969) em V ic ia faba e DEY (1981)

em C a s ta n e a s a t i v a . Resultados idênticos foram obtidos quando feitos com a

F20-85 provenientes de extratos de cotilédones de plântulas com 5 dias após a

semeadura em água destilada e em solução de NaCI 0,1 M (Figura 10 e 11).

Esses resultados demonstram que, pelo menos, nas condições aqui empregadas,

novas formas de o-galactcsidase. diferindo significativamente em pesos
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moleculares, não surgem com o processo genninativo e, consequenternente, a

salinidade não provoca nenhuma alteração qualitativa, mas apenas quantitativa

na atividade u-galactosidásica.edcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÉ possível que a discordância de nossos dados

com aqueles observados por ALANIIHGFEDCBAe t a i . (1989) na mesma espécie, ou daqueles

encontrados por outros autores em espécies diferentes, seja devido ao fato de que

nas condições por nós utilizadas, a enzima se encontrar na forma monomérica e

não em formas associadas (dímeros, trímeros, ou tetrâmeros). Reforçando esta

idéia PORTER e t a i . (1992) mostraram que a u-galactosidase de soja tinha

comportamento diferente quando a cromatografia de exclusão molecular era

realizada em diferentes condições de pH. Eles observaram que a pH 4,0 se

comportava como um tetrâmero de sua forma monomérica a pH 7,0.

Quando o pico de atividade da Sephadex G-I 00 foi submetido a um

fracionamento em coluna de troca iônica (Figura 12) somente um pico de

atividade foi encontrado, o qual ficava retido na coluna, sendo eluído com KCI

0,5 M. Novamente nossos resultados diferiram dos encontrados por outros

autores, onde a existência de mais de um pico de atividade u-galactosidásica foi

encontrado (DEY, 1981 ~CORCHETE & GUERRA, 1987a, 1987b~ ALANI et

aI., 1989). Vale ressaltar, que essa cromatografia quando realizada com o gel

sem o prévio tratamento de lavagem com HCI e NaOH, apresentava dois picos de

atividades. ambos retidos, gerando portanto, um resultado falso mostrando a

existência de pelo menos, duas isoenzimas de c-galactosidase (resultados não

apresentados ).

O decréscimo no grau de purificação de 9,0 para 3,3 vezes entre as

etapas de Sephadex G-I00 e CM-Celulose (Tabela 4) deve-se à uma grande

perda de atividade da enzima que ocorre durante a cromatografia em CM-

Celulose. Todavia como demonstrado na Figura 12, esta etapa representa uma
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purificação da enzima. visto que. o pico de proteína não retido, que se mostrou

maior que o retido, não apresentou atividade u-galactosidásica.

A curva de pH apresentada na Figura 13 com a c-galactosidase

parcialmente purificada, mostra claramente a existência de um máximo de

atividade a pH 6,0. No entanto, é possível também admitir-se a existência de um

outro pico de atividade na faixa de pH entre 2,5 e 3,5, porém com atividade

enzimática muito inferior àquele encontrado a pH 6,0. Este resultado se

assemelha aos encontrados por AGRA WALedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& BAHL (1968) emIHGFEDCBAP h a s e o lu s

v u lg a r i s e por DEY & PRIDHAM (1969) em V ic ia fa b a .

A c-galactosidase de feijão-de-corda Pitiúba parcialmente purificada

apresentou estabilidade térmica (Figura 14 ), semelhante à de outras

galactosidases vegetais (DEY & PRIDHAM, 1969; OGAWA e t a l . , 1990).

Quando estudou-se os efeitos dos íons Ca2+ e Mg2+ na atividade

da u-galactosidase, observou-se que estes íons praticamente não alteraram a

atividade enzimática (Tabela 5). Este resultado com relação ao Ca2+ difere

daquele obtido por CORCHETE & GUERRA (1987a) na o-galactosidase de

corpos protéicos de cotilédones de sementes de lentilha quando este íon inibiu

cerca de 19% da atividade da enzima. O efeito inibitório dos Íons Fe2+, Mn2+,

c02+ e Cu2+ sobre a atividade a-galactosidásica é mostrada na Tabela 5. O

resultado com relação ao Mn2+, foi diferente daquele encontrado por

CORCHETE & GUERRA (1987 a), nesta enzima extraída de corpos protéicos de

cotilédones de sementes de lentilha, a qual se mostrou insensível a este Íon. Na

literatura pesquisada não se encontrou dados sobre os efeitos dos íons Fe2+,

Cu2+ e eo2+ na atividade da cc-galactosidase, porém. os efeitos desses dois

últimos Íons na atividade da ~-galactosidase de cotilédones de V ig n a r a d ia ta são

conhecidos (KUNDU e t a l . . 1990). Estes autores mostraram que o c02+ não
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afetava a atividade enzimática, enquanto que o Cu2+, de forma semelhante ao

aqui observado, era um inibidor da p-galactosidase. O íon Hg2'. causa uma

forte inibição na atividade desta enzima, inbição semelhante àquela encontrada

em outras galactosidases vegetais (OGAWAIHGFEDCBAe t a l . . 1990; KUNDU e t a l . , 1 9 9 0 ) .

O 2-ME semelhante ao encontrado por OGAWA e t a / . (1990) para ~-

galactosidase de frutos de A c t in id ia chinensts, não teve efeito na atividade a-

galactosidásica (TabelaedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA5). Uma comparação dos efeitos do EDTA na a-

galactosidase não foi possível, devido à falta de dados na literatura pesquisada

sobre os efeitos deste agente quelante em outras a-galactosidases. No entanto,

estudos feitos por KUNDU e t a l . (1990), para as isoenzimas de ~-galactosidase

de V ig n a r a d ia ta , mostram que o EDTA provoca diferentes graus de inibição (4

a 560;0) na atividade destas enzimas. A galactose, um dos produtos da ação

catalítica das a- e ~-galactosidases, mostrou-se um potente inibidor da a-

galactosidase (Tabela 5), de forma semelhante ao encontrado para as a- e ~-

galactosidases de lentilha CORCHETE & GUERRA (l987a) e para as ~-

galactosidases de V ig n a s in e n s i s (BISW AS. 1987) e de V ig n a r a d ia ta (KUNDU

e t a i . 1990). Este efeito da galactose é explicado por alguns autores como sendo

devido a uma inibição competitiva das enzimas a- e ~-galactosidases

(CORCHETE & GUERRA, 1986~ PORTER e t a l . 1 9 9 2 ) .



5 - CONCLUSÕES

De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que:

1 - as enzimasedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa- e ~-galactosidases pré-existem em sementes quiescentes e se

mantêm em níveis altos durante os primeiros estágios de desenvolvimento:

2 - a salinidade provocou um retardamento nas atividades a- e ~-

galactosidásicas, especialmente nos primeiros dias após a semeadura, que foi

interpretado como sendo devido a menor solubilização destas enzimas no

tratamento salino:

3 - no final do período experimental as atividades galactosidásicas no tratamento

salino foram superiores às obtidas no tratamento controle. sugerindo um efeito

da salinidade na renovação ("turnover") destas enzimas;

4 - a adição de NaCI tnIHGFEDCBAv i t r o não afetou a atividade galactosidásica na dose

usada nos experimentos in vivo (0,1 M);

5 - a precipitação do extrato total com ácido cítrico mostrou-se adequada,

apresentando uma purificação de 3,8 vezes, com uma recuperação de 83,3% da

atividade presente no extrato total;

57
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5 - a cromatografia de exclusão molecular em Sephadex G-IOO da F20-85 foi

responsável por uma purificação de cerca de 9,0 vezes, com uma recuperação de

29,00;ó da atividade presente no extrato total, enquanto que, a cromatografia de

troca iônica em CM-Celulose foi capaz de purificar apenas cerca de 3,3 vezes

com uma recuperação em atividade de 2,40/0;

6 - o peso molecular da enzima parcialmente purificada, determinado por

filtração em gel, foi de 43.500, tendo-se observado apenas uma a-galactosidase

cotiledonária de mesmo peso molecular ao longo da germinação e

estabelecimento da plântula;

7 - a salinidade não provocou o aparecimento de novas formas de a-

galactosidase;

8 - a enzima parcialmente purificada teve termoestabilidade semelhante a outras

u-galactosidases vegetais, pH ótimo de 6,0 e foi fortemente inibida por galactose

e por Hg2+, porém os íons Ca2+ e Mg2+, bem como o agente redutor 2-

mercaptoetanol não tiveram nenhum efeito sobre sua atividade.
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