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ABREVIATURAS E DEFINICOES

A406 - Absorbancia em 400 nm;

As595 - Absorbancia em 595 nm:
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SDS - Dodecil sulfato de sodio:
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UA x cot-l x h-l - Atividade total;

UA x mgP-1 x h-1 - Atividade especifica;

mgP-1 x cot-1 - Concentragdo de proteina.



RESUMO

Sementes de feyjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv
Pitiiba foram semeadas em agua destilada (tratamento controle) € em solugdo de
NaCl 0.1 M (tratamento salino). Os efeitos da salinidade nas atividades das -
e [J-galactosidases foram estudados in vivo e in vitro. Nos experimentos in vivo
as atividades enzimaticas foram determinadas. nos dois tratamentos. em extratos
totais de cotilédones provenientes de sementes quiescentes ou de plantulas
durante os primeiros estagios de desenvolvimento, enquanto que naqueles in
vitro as atividades enzimaticas dos extratos totais cotiledonarios provenientes de
sementes quiescentes foram determinadas em fung¢do de concentragdes
crescentes de NaCl. As duas enzimas mostraram-se com altos niveis de atividade
em extratos cotiledonarios de sementes quiescentes. A atividade o-
galactosidasica aumentou no primeiro dia apos a semeadura. permaneceu
constante até o 3° dia. quando comegou a decrescer até o final do periodo
experimental. A atividade [-galactosidasica mostrou a mesma tendéncia geral,
mas somente comegou a cair significativamente apos o 5° dia. A adigdo de NaCl
ao meio de germinagdo (experimento in vivo) retardou o desenvolvimento da
atividade de ambas as enzimas. todavia, quando a mesma concentracao de sal foi
adicionada ao meio de reagdo (in vitro) ela ndo afetou a atividade das enzimas.
Os resultados obtidos sugerem que a salinidade retarda a solubilizagdo das
galactosidases e/ou afeta a renovagdo ("turnover") destas enzimas durante o
processo de germinagdo e estabelecimento da plantula. Visando purificar a a-
galactosidase, o extrato de cotilédones provenientes de sementes quiescentes foi

precipitado com acido citrico at¢é pH 3.5 e o sobrenadante (pH 5.5) for
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precipitado com sulfato de amonio entre 20 e 85% de saturagdo. seguindo-se de
filtragdo em gel em uma coluna de Sephadex G-100. Usando-se este método
obteve-se um pico de atividade com uma purificagdo de 9.0 vezes € um
rendimento em atividade de 29,0%. Quando esta fra¢do foi fracionada em uma
coluna'de CM-Celulose obteve-se apenas um pico de atividade a-galactosidasica.
Entretanto, esta etapa adicional forneceu uma purificacdo de apenas 3.5 vezes ¢
um rendimento em atividade de 2.4%. O peso molecular desta enzima
parcialmente purificada. determinado por filtracio em gel for de 43.500. o
mesmo encontrado quando foram usados extratos de cotilédones com 5 dias
apos a semeadura. A salinidade ndo provocou o aparecimento de novas formas
de a-galactosidase. Esta enzima parcialmente purificada, teve pH 6timo de 6,0 ¢
foi fortemente inibida por galactose e Hg2*. moderadamente inibida por Fe2.
Mn2*, Co2*. Cu2* e EDTA. mas os ions Ca2™ e Mg2*. bem como o agente
redutor 2-mercaptoetanol ndo tiveram nenhum efeito sobre sua atividade. Sua
estabilidade térmica foi semelhante a encontrada para outras a-galactosidases de

vegetais.



ABSTRACT

Pitiuba cowpea (Vigna unguiculata (1..) Walp.) seeds were sown 1n
distilled “water (control treatment) and in 0.1 M NaCl solutions (saline
treatment). The effects of salinitv on - and [-galactosidase activities were
studied both in vivo ana in vitro. The in vivo experiments were perfomed in both
treatament by assaying these enzvmes in cotvledon crude extracts obtained from
seeds or seedlings along germination and seedling establishment, and the in vitro
ones were perfomed by assaying the enzymes in cotiledon crude extracts from
quiecents seeds as a function of increasing NaCl molarities. The activity of both
enzymes was present at higher levels in the quiescent seed. o-galactosidase
activity increased during the first day after sowing, stayed constant up to the 3rd
day. and then started to decrease up to the end of the experimental period. 3-
galactosidase activity showed the same trend, however, it started to drop only
after the Sth day. The addition of 0.1 M NaCl to the germination medium (in
vivo experiments) retarded the development of the activity of both enzymes.
however, when the same concentration of this salt was added i»n vitro 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 a-galactosidase 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-100 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 29.0%. When this fraction was
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subjected to fractionation on a CM-Cellulose column onlv one peak of o-
galactosidase was obtained. However. this additional step gave an enzvme
purification of only 3.5 fold and an activity vield of 2.4%. The molecular weight
of the partiallv purified enzvme determined by gel-filtration was 43.500, and 1t
was observed only one cotvledonarv a-galactosidase with the same molecular
weight at the S5th day after sowning throughout germination and seedling
establishment. Salinity did not caused the appearance of new forms of o-
galactosidase. This partiallv puritied enzvme had an optimal pH of 6.0. and 1t
was strongly inhibited by galactose and Hg2*. moderately inhibited by Fe2*.
Mn27, Co2¥, Cu2™ and EDTA. but Ca2*, Mg2™ as well as the reducing agent
2-mercaptoethanol had no effect on its activity. Its thermal stability was similar

to other plant a-galactosidases.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Salinidade: Conceito, Causas e Solugdes Preconizadas

Um solo ¢ considerado salino quando a condutividade elétrica do
extrato de saturacdo da "pasta do solo" ¢ superior a 4 mmho x cm-!. Este limite
foi estabelecido porque a partir dele o crescimento e a producdo da maioria das
plantas cultivadas sdo afetados. Nos ultimos anos a Sociedade Americana de
Ciéncia do Solo sugeriu que este limite fosse diminuido para 2 mmho x cm-!,
pols muitas espécies ornamentais e frutiferas podem sofrer injurias quando
cultivadas em solos que apresentam condutividade elétrica do extrato de
saturagdo na faixa de 2-4 mmho x cm-! (BRESLER et al.. 1982). Nos ambientes
em que sdo 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 acumulagdo de sais em
consequéncia da evapotranspiragdo seja a causa primaria dos problemas na
agricultura relacionados a salinidade, existem outros. Alguns solos contém
naturalmente sais suficientes para limitar a produgdo das culturas. Alguns solos
foram derivados de rochas salinas e outros contém depositos naturais de sais o
que acarreta uma salinidade suficientemente alta que € capaz de limitar a

produgdo das culturas (CARTER, 1975).
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O acumulo de sais tem sido um problema sério para a agricultura
em regides aridas ¢ semi-aridas (BRESLER. 1982: ASHRAF et a/.1987). O uso
da irmgag¢do tem contribuido para salinizar areas que anteriormente nao
apresentavam este problema (CRAMER et al., 1985; SALISBURY & ROSS,
1991). devido a utilizagdo de aguas com elevadas concentragdes de sais soluveis
ou de praticas de manejo inadequadas. tais como, dotagdo insuficiente de agua,
drenagem deficiente e uso excessivo de fertiizantes (HAYWARD &
WADLEIGH. 1949: KENT & LAUCHLI 1985). No Nordeste brasileiro. a alta
demanda evaporativa do ar associada ao sistema deficiente de drenagem e ao
manejo inadequado do solo e da agua de irngagdo, sdo 0s principais responsavels
por este problema (PRISCO. 1987). Além disto. a agua de irrigacdo usada nesta
regido. em algumas situagdes. pode incorporar até 60 toneladas de sais por
hectare por ano, que pode resultar em uma rapida salinizagdo da area se ndo
forem adotadas praticas adequadas de cultivo e de manejo do sistema solo-agua-
planta (MACEDO, 1988).

Existem. em geral. 4 op¢des para atacar o problema das areas
salinizadas ou em wias de salinizagdo: (i) recuperagdo do solo; (1)
desenvolvimento de pesquisas no sentido de conseguir-se, através da sele¢do e do
melhoramento genético, plantas que sejam mais resistentes ou tolerantes ao
excesso de sais: (11) desenvolvimento de pesquisas visando a "domesticacdo de
halofitas" com potencial econdmico; (iv) desenvolvimento de pesquisas com o
objetivo de encontrar um melhor manejo para glicofitas cultivadas em solos
salinos (PRISCO, 1987). Na opinido deste autor, com exce¢do da primeira
op¢do, o sucesso das demais depende de conhecimentos sobre a fisiologia e
bioquimica de plantas submetidas ao estresse salino. Estes estudos sdo

necessarios ao longo de todo o ciclo da planta, especialmente durante os estagios
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iniciais do desenvolvimento (germinagdo e crescimento da plantula), pois deles

depende o estabelecimento das culturas.

1.2 - Germinagdo e Estabelecimento da Plantula

Quando uma semente viavel € colocada em um ambiente em que a
umidade. o suprimento de oxigénio e a temperatura sdo adequados. observa-se
que ela sofre uma série de mudangas morfo-fisiologicas, sendo as mais aparentes
os aumentos de volume e da atividade metabolica da semente, resultantes da
agua absorvida, que, como consequéncia redundam na emersdo da radicula ou
de outra parte do embrido. Quando 1sto acontece. diz-se que a semente germinou
(BEWLEY & BLACK., 1978).

Para o processo germinativo ser iniciado. trés condigdes devem ser
satisfeitas: (1) a semente deve ser viavel, isto €. o embrido deve ser capaz de se
desenvolver. (11) a semente deve estar em condigdes ambientais apropriadas de
disponibilidade de agua, de temperatura, de suprimento de oxigénio e luz; (1i1)
devem ser sobrepujadas as condi¢des de dorméncia primaria, por ventura,
presentes nas sementes (CHING, 1972; JANN & AMEM, 1977).

Baseando-se em BEWLEY & BLACK (1985), pode-se afirmar que
o processo germinativo ¢ de desenvolvimento da plantula compde-se de duas
etapas distintas: a primeira inicia-se com a embebi¢do de agua e termina com a
emersdo da radicula ou de outra parte do embrido (germinagdo) e a segunda
caracteriza-se pela intensa mobilizagdo de reservas associada com o crescimento

do eixo embrionario e que resulta no estabelecimento da plantula.




1.2.1 - Germinagéo

Quando a semente seca ¢ colocada em ambiente adequado observa-
se um rapido aumento no conteudo de umidade devido a embebicdo de agua
pelos coloides existentes na semente, que provoca amaciamento do tegumento ¢
hidratagdo do protoplasma das células. Este processo ¢ essencialmente fisico e
pode ocorrer at¢ mesmo em sementes mortas. Durante esta fase, inicia-se a
solubilizagdo de proteinas necessarias a ativagdo de certas enzimas bem como a
reorganizagdo ¢ a reativagdo do sistema sintetizador de proteinas e do sistema
produtor de energia (mitocondrias). Além disto, ocorre também a sintese de
novo de vanas enzimas (BEWLEY & BLACK. 1985: KERMODE et al.. 1986).
que pode 1niciar-se com a transcrigdio de moléculas de mRNA especificas
(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 germinagdo (BEWLEY & BLACK, 1985; HARTMANN et
al.. 1990). Estas mudangas que ocorrem a nivel molecular sdo evidenciadas pelo
intenso aumento na atividade metabdlica e pelo aumento no tamanho,
acompanhado ou ndo do aumento no nimero de células. do erxo embrionario
(HABER & LUIPPOLD, 1960; BERLYN, 1972: BEWLEY & BLACK. 1985).
Em consequéncia destas mudancgas, observa-se a emersdo da radicula ou de

outra parte do embrido.




1.2.2 - Estabelecimento da Plantula

Apos a emersdo da radicula observa-se que o eixo embrionario
aumenta de tamanho e ha um incremento. tanto em peso fresco como em peso
seco deste 6rgdo e diminui¢do no peso seco do orgdo de reserva. A absor¢do de
agua aumenta exponencialmente e a taxa respiratoria segue a mesma tendéncia.
O orgdo de reserva, eventualmente diminuira sua atividade metabolica a niveis
muito baixos. até€ esgotar suas reservas e separar-se da plantula. Em alguns cacos
os Orgdos de reserva mantém-se ativos, podendo até se transformarem em Orgaos
fotossintetizadores. como ¢ o caso do algodio (RAVEN er al. 1992). As
mudang¢as em peso relatadas acima. resultam da intensa mobilizagdo das
reservas. principalmente de carboidratos. lipidios e proteinas, armazenadas nos
cotilédones. no endosperma ou perisperma. as quais sdo transformadas em
produtos soluveis. que podem ser reutilizados no 6rgdo de reserva. antes de
serem transportados. Estes produtos soluveis sdo, em geral. usados como
substratos da respiragdo ou podem dar origem a outros compostos mais
complexos, especialmente no eixo embrionario, onde serdo usados nos processos
fistologicos necessarios ao alongamento, divisdo e diferenciagdo celulares
(BEWLEY & BLACK. 1982).

Nas dicotiledoneas ndo endospérmicas, o embrido consta de um
eixo e de dois cotilédones (6rgdos de reserva), dispostos um de cada lado deste
eixo. Em uma das extremidades do eixo encontra-se a radicula, que, ao
desenvolver-se transforma-se no sistema radicular, ¢ na outra extremidade,
localizada acima dos cotilédones. encontra-se a plumula, que ira originar o
epicotilo da plantula. De acordo com RAVEN er al. (1992), do ponto de vista

morfologico. apdés a emersdo da radicula. o crescimento do eixo embrionario



pode dar origem a dois tipos de estabelecimentos de plantulas: no primeiro, que
tem como exemplo a ervilha. os cotilédones permanecem sob o solo (hipogeo).
enquanto que a plumula cresce para dar origem ao epicotilo, que neste caso € a
parte aérea da plantula: no segundo tipo. que ocorre no feydo-de-corda (WIEN &
SUMMERFIELD, 1984), os cotilédones emergem do solo (epigeo) em
decorréncia do crescimento do hipocétilo (porgdo do eixo localizada entre os
cotilédones e a radicula), desenvoivendo-se a plimula, acima dos cotilédones.

Neste caso a parte aérea da plantula ¢ composta de hipocétilo e de epicotilo.

1.3 - Salinidade nos Estagios Iniciais de Desenvolvimento

Quando a concentragdo de sais no solo ou no meio de cultivo
aumenta. ocorre uma diminui¢éo na velocidade e na percentagem de germinagéo
(BUFFUM, 1896, 1899; UHVITS, 1946; MAYER & POLJAKOFF-MAYBER.
1963: LYLES & FANNING. 1964. STROGONOV. 1964. UNGAR, 1967.
PRISCO & O'LEARY, 1970; ENEAS FILHO, 1979; CASTRO, 1982:
BANDEIRA, 1992). Em glicéfitas, o processo até a emersdo da radicula ¢ menos
afetado pela salinidade do que aquele do estabelecimento da plantula (HASSON
& POLJAKOFF-MAYER. 1980/1981: PRISCO. 1987), em oposi¢do ao que
UNGAR (1978) afirma ocorrer com certas halofitas, as quais requerem
concentragdes de sais mais baixas durante a germinagdo do que nas etapas
subsequentes, ou seja, durante o estabelecimento da plantula.

A inibigdo da germinagdo das sementes pela salinidade advem,
primordialmente, da redugdo do gradiente de potencial hidrico entre a semente €

o solo, a qual acarreta diminuigdo na absor¢cdo de agua (UHVITS, 1946;




PRISCO & OLEARY. 1970), com repercussdo 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 plantula (PRISCO & O'LEARY,
1970). De acordo com PRISCO (1987), a salinidade retarda o estabelecimento
da plantula de Vigna unguiculata, sendo este efeito bem mais acentuado quando
a concentracdo de NaCl ¢ superior a 4.0 g/l. A partir desta concentragdo o
crescimento do eixo embrionario ¢ afetado, coincidindo com a inibigdo da
mobilizagdo das reservas (PRISCO, 1987). Apos a emersdo da radicula, ha uma
acentuada inibigdo na mobilizagdo das reservas da semente, que redunda no
retardamento ou inibicdo do crescimento do eixo embrionario (PRISCO &
VIEIRA. 1976; ENEAS FILHO. 1979; PRISCO et al.. 1981: CASTRO, 1982;
GOMES FILHO et al.. 1983: GOMES FILHO, 1985. BANDEIRA., 1992). Isto
ocorre porque o excesso de sais afeta: a atividade ou solubilizagdo das hidrolases;
a sintese de novo destas enzimas: a translocagdo dos produtos de hidrélise dos

cotilédones para o eixo embrionario, ou, devido a uma combinagdo de tais efeitos

(PRISCO, 1987).

1.4 - Mobiliza¢do de Carboidratos de Reserva

A degradacdo de substincias armazenadas nas diversas partes da
semente ocorre desde os estagios iniciais do processo germinativo. Entretanto a
mobilizagdo das substincias armazenadas nos orgdos ditos de reserva acontece,

predominantemente apos a germinagdo (MURRAY. 1984). No processo de



mobilizagdo das reservas de carboidratos tem sido dado maior destaque a
mobilizacdo do amido, principal carboidrato de reserva nas leguminosas nao
endospérmicas (Phaseolus, Pisum, Lupinus, Lens). Entretanto, outros
carboidratos de reserva sdo também encontrados em cotilédones de leguminosas.
tais como, oligossacaridios (rafinose. estaquiose ¢ verbascose) e polissacaridios
(galactomananos. xiloglicanos e galactano-pectinas) que contém galactose em
suas estruturas (PRIDHAM & DAY, 1974, BEWLEY & BLACK. 1978). Estes
ultimos encontrados principalmente nas paredes celulares.

A D-galactose ¢ uma hexose presente nas plantas superiores ¢
ocorre sobretudo na forma combinada, usualmente ligada a outros residuos de
monossacaridios. Polissacaridios constituidos somente por unidades de D-
galactose s3o raros. Contudo a D-galactose ¢ encontrada em combinagdo com
varios monossacaridios ou seus derivados. em diversos oligo e polissacaridios
(COURTOIS. 1968. citado por TIPSON & HORTON. 1980).

A via catabolica para liberagdo de residuos de galactose, presentes
nos oligo e polissacaridios. envolve dois tipos de enzimas hidroliticas: as -
galactosidases (E.C 3.2.1.22) e as B-galactosidases (E.C 3.2.1.23). As primeiras,
que catalisam a hidrolise de ligagdes galactopiranosidicas do tipo a-1.6
(BEWLEY & BLACK., 1978), ja foram encontradas em microrganismos (LI et
al.. 1963. SUZUKI et al., 1966 citados por AGRAWAL & BAHL. 1968) ¢ em
plantas superiores (DEY, 1981; CHANDRA-SEKHAR & DEMASON, 1990;
PORTER & LADISCH, 1991. PORTER er al. 1992). Atuam como exo-
galactosidases liberando residuos de D-galactose de oligossacaridios e de
polissacaridios (BEWLEY & BLACK. 1978. DEY, 1980, 1981). As f-
galactosidases catalisam a hidrdlise de ligagdes galactopiranosidicas do tipo -

1.2 (EDWARDS er al.. 1988) e ja foram encontradas em microrganismos (REID



& BEWLLEY, 1979) e em diferentes orgiaos de vanas espécies de plantas
superiores (AGRAWAIL, & BAHAL.. 1968. SOMME. 1971: PALMIANO &
JULIANO, 1973; JOHNSON et al.. 1974, WALLNER & WALKER, 1975:
REID & BEWLEY. 1979: BISWAS. 1987. KUNDU et a/.. 1990. KONNO &
KATOH, 1992). Do mesmo modo que as a-galactosidases. elas liberam residuos
de D-galactose, os quais podem atingir a via glicolitica e constituirem-se em
importante fonte de energia, especiaimente durante os primeiros estagios de

desenvolvimento da plantula (DEY. 1980).

1.5 - Salinidade e Mobilizag¢do de Carboidratos de Reserva

Como a mobilizagdo das reservas da semente ocorre,
principalmente. apds a emersdo da radicula e é tundamental para que a planta se
estabelega (BEWLEY & BLACK, 1978), é logico esperar-se que a salinidade
exerca algum efeito sobre este processo.

GOMES FILHO & PRISCO (1978) através de medidas de peso
seco de cotilédones de plantulas de Vigna unguiculata demonstraram claramente
que a salinidade retardava a hidrolise e/ou o transporte dos produtos de hidrolise
das reservas para o e1xo embrionario. atetando drasticamente o crescimento deste
tltimo. Sendo assim, algumas possibilidades foram levantadas de como a
salinidade podena afetar a mobilizagdo de reservas cotiledonarias: (i) inibindo a
sintese de novo de enzimas responsaveis pela hidrolise das reservas
cotiledonanas; (1) inibindo a atividade destas hidrolases; (iii) impedindo a
solubilizagdo destas enzimas; ¢ finalmente, (iv) impedindo a translocagdo dos

produtos de hidrélise dos cotilédones para o eixo embrionario (PRISCO. 1987).
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Os cotilédones das leguminosas ndo endospérmicas contém células
com paredes celulares ricas em hemiceluloses. A mobilizacdo destes
componentes tém sido descrita em Pisum. Phaseolus e Lupinus spp. (PARKER.
1975, citado por BEWLEY & BLACK. 1978). embora a composigdo destas
hemiceluloses € seus produtos de hidrolise sejam largamente desconhecidos,
provavelmente, podem exercer fungdes de reserva, principalmente na etapa de
estabelecimento da plantula, fase em que os efeitos da salinidade sdo conspicuos.
Apesar disto. existem poucos dados sobre os efeitos da salinidade na
mobilizagdo dessas reservas (GONZALEZ-MURUA et al.. 1985. CORCHETE &
GUERRA. 1986).

Sao poucos os estudos dos efeitos da salinidade nas atividades a- €
[-galactosidasicas.  Entretanto. CORCHETE &  GUERRA  (1986),
acompanharam a atividade destas enzimas ao longo da germinagdo em sementes
de lentilha sob condigdes de estresse. Os resultados obtidos por eles mostram
que as atividades o- e [j-galactosidasicas nos cotilédones ndo variam sob
condigdes de estresse. mantendo-se em niveis semelhantes aqueles encontrados
em condigdes 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 geminagdo eram controladas pelo eixo embrionarno.
Entretanto, eles ndo elucidaram como o eixo embrionario atuava, isto €, se ele
funcionava como dreno ou como liberador de substincias reguladoras de

crescimento.



1.6 - Propriedades Bioquimicas das Galactosidases

Muitas pesquisas envolvendo o metabolismo de sementes
germinantes tém sido feitas. visando a obtengdo de informagdes sobre as
diversas vias metabdlicas que ocorrem durante o processo germinativo € como
elas se interrelacionam. Um pré-requisito essencial para o esclarecimento do
papel tisiologico de uma enzima consiste em sua purificagdo € acompanhamento
do estudo de suas propriedades fisicas e cinéticas. Varios esquemas tém sido
propostos através dos anos tentando simplificar e agilizar a purificagdo da a-
galactosidase. bem como identificar seu papel fisiologico.

PETEK & DONG (1961), citado por DEY (1981), foram os
primeiros a encontrarem multiplas formas de o-galactosidase quando
trabalhavam com café. DEY & PRIDHAM (1969) trabalhando com sementes de
Vicia faba encontraram dois picos de atividade a-galactosidasica por
cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex G-100). Essas duas formas
apresentaram pesos moleculares de 209.000 e 38.000, com termoestabilidade e
otimos de pH diferentes. Posteriormente, eles mostraram que sementes de outras
espécies também apresentavam duas formas de a-galactosidase, com. pesos
moleculares e 6timos de pH diferentes (DEY & PRIDHAM. 1972;. DEY. 1981).
Por outro lado. CORCHETE & GUERRA (1987a) trabalhando com cotilédones
de plantulas de lentilha e utilizando cromatografia de troca i6nica verificaram a
existéncia de duas formas de a-galactosidase. Os mesmos autores (1987b)
observaram efeitos semelhantes de alguns ions metalicos e outros agentes
quimicos nas atividades dessas duas formas de o-galactosidase. Associando a
técnica de purificagdo em cromatografia de exclusdo molecular com aquela de

troca 10nica. ALANI et al. (1989). trabalhando com uma variedade de Vigna



unguiculata coletada na Califormia (EE.UU). encontraram a existéncia de trés
isoenzimas de a-galactosidase. com pesos moleculares de 111.000. 30.000 e
29.000. Eles concluiram, através de eletroforese em gel de poliacrilamida com
SDS. que a 1soenzima de peso molecular de 111.000 era um tetramero daquela
de 30.000 e que estas 1soenzimas apresentaram diferentes prcoriedades.

De acordo com LI ¢z al. (1975) e KONNO et al. (1986). trabalhos
com purificagdo e caracterizagdo de [3-galactosidases de plantas sdo
relativamente escassos em comparacdo com aqueles em microrganismos.
Entretanto, estudos de purificagdo e caracteriza¢do destas enzimas em algumas
espécies de plantas ¢ em diferentes oOrgdos, comprovam a existéncia de
isoenzimas de [3-galactosidase, que apresentam diferentes propriedades fisicas e

cinéticas (PRESSEY. 1983: BISWAS, 1987. KUNDU et al. 1990).

1.7 - Objetivos

O fenjdo-de-corda (Vigna wunguiculata (L.) Walp.), também
chamado de fendo macassar. feyydo fradinho. feijdo-de-praia e caupi. é uma
leguminosa dotada de alto valor protéico. amplamente distribuida no mundo
(SINGH & RACHIE. 1985), ¢ suas sementes sao consumidas em grandes
quantidades por populagdes de baixa renda do Nordeste brasileiro (MAY et al..
1988).

Além disto, Vigna unguiculata (L.) Walp, apresenta algumas
vantagens no estudo de bioquimica e fisiologia da germinagdo sob condigdes de
estresse salino porque: (1) € uma espécie sensivel a salinidade; (i1) possui

sementes grandes. o que facilita o manuseio em laboratorio: (111) seu




metabolismo durante a germinagdo vem sendo estudado com relagdo a varas
substancias de reserva (PRISCO . 1987).

Considerando-se que no ferjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) cv. Pititba a mobilizagdo de reservas cotiledonanias ¢ uma etapa
fundamental para o estabelecimento da plantula (PRISCO er al., 1975).
especialmente sob condi¢des de sahinidade (PRISCO. 1987). pretende-se.
usando-se cotilédones desta espécie, estudar os efeitos do NaCl in vivo e in vitro
nas atividades das enzimas o- e 3-galactosidases. responsaveis pela mobilizacao
das reservas de carboidratos que possuem galactose em suas estruturas. Além
disto, pretende-se tazer uma purificagdo parcial da enzima a-galactosidase e a
partir dai estudar suas propriedades fisicas e cinéticas, com a finalidade de
contribuir para a compreensdo da fung¢do destas enzimas no processo de

mobilizag¢do de reservas de carboidratos em leguminosas nio endospérmicas.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Sementes e Condi¢des de Germinagdo

As sementes de feyjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp).
cultivar Pitiuba. foram obtidas do Departamento de Fitotecnia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara (Fortaleza, Ceara. Brasil).
Elas foram acondicionadas em frascos hermeticamente fechados, contendo silica
gel e armazenadas a uma temperatura de 10 °C até utilizagdo nos experimentos.

As sementes foram selecionadas para germinagdo de acordo com a
cor, tamanho e conformagdo. sendo excluidas as pequenas. escuras e mal
formadas. As selecionadas foram desintetadas com uma solugdo de hipoclorito
de sodio contendo 2.5% de cloro ativo (Brilux, Raimundo da Ponte Industria
S/A. Olinda. Pernambuco. Brasil). diluida 1:3 (v:v). durante 10 minutos. sendo
excluidas as que flutuaram na referida solu¢do, bem como aquelas que se
apresentaram "queimadas" apos esse tratamento. Em seguida, foram lavadas
com agua destilada. a fim de retirar o excesso de cloro residual.

Para a germinagao. usou-se como substrato duas folhas de papel
de filtro (PRISCO & O'LEARY, 1970) de 30 cm x 30 ¢cm (papel mata borrdo
filtro 80 g/cmz: Companhia Fabricadora de Papel, Sdo Paulo. SP), devidamente
esterilizadas por autoclavagem a 121 °C durante 20 minutos ¢ umedecidas com
agua destilada ou com solugdo de NaCl 0.1 M. Uma unica fileira de 10 sementes
foi semeada a aproximadamente 2.5 c¢m da borda superior do papel. Apos a

semeadura. cinco conjuntos de duas folhas de papel de filtro, contendo 10
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sementes cada. foram enrolados individualmente e dispostos verticaimente.
dentro de recipientes de plasticos (8 ¢cm x 8 cm x 13 cm). contendo cada um 20
ml da mesma solugdo utilizada para umedecer o papel. Os recipientes contendo
os rolos de papel com as sementes. foram entdo colocados dentro de cubas de
vidro (24 cm x 24 cm X 42 cm) e estas mantidas no escuro. A temperatura € a
umidade relativa registradas no interior das cubas de vidro. durante o periodo

experimental, foram 25 = 1 °C e 100%, respectivamente.

2.2 - Preparagdo do Extrato Total

O extrato total for obtido segundo ALANI et al (1989). com
modificagdes. Para cada preparacdo. cotilédones de sementes quiescentes e de
plantulas com 1. 3. 5. 7 ¢ 9 dias apds a semeadura foram macerados em
almofariz com tampdo citrato 25 mM - fosfato 50 mM (McILWAINE, 1921) pH
5.5 na proporgédo de 1:10 (p/v) e deixados por uma hora em banho de gelo. Em
seguida, a suspensdo 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 utilizagdo nas determinag¢des de atividade

galactosidasica.



2.3 - Atividade Galactosidasica

As atividades o- e [-galactosidasicas foram determinadas de acordo
com o método de DEY & PRIDHAM (1969), com modificagdes. A mistura de
reagdo continha 0,5 ml de extrato (diluido quando necessario) e 0.5 ml de p-
nitrofenil-a-galactopiranosideo ou p-nitrofenil-p-galactopiranosideo (Sigma
Chemical Company, St. Louis, MO, EE.UU.) como substratos dissolvidos no
tampdo Mcllwaine pH 5.0 e pH 4.0. respectivamente. Em seguida a mistura fo
incubada a 37 °C por 15 minutos e a reagdo foi parada pela adi¢do de 1.5 ml de
Na»COg3, 0,1 M. Para cada reagdo preparou-se uma prova em branco de ensaio.
constituida do substrato e de carbonato de sédio 0.1 M com a posterior adigdo
do extrato. As atividades galactosidasicas foram determinadas medindo-se a
absorbancia em 400 nm (A4(() e subtraindo-se de cada leitura o valor de A4((
da prova em branco. Estas diferengas em absorbancias (AA4Qq) foram
transformadas em unidades de atividades (UA). Uma unidade de atividade foi
detinida como sendo 1gual a um AA4(( de 0.01.

Estudou-se o efeito do NaCl in vivo e in vitro nas atividades a- ¢
B-galactosidasicas. Nos experimentos in vivo as atividades foram determinadas
em extratos de cotilédones de sementes quiescentes e de plantulas com 1, 3. 5, 7
e 9 dias apos a semeadura em agua destilada (tratamento controle) € em solugcao
de NaCl 0,1 M (tratamento salino). As atividades total e especifica foram
expressas em UA x cot-] x h-l ¢ UA x mgP-l x h-l, respectivamente e.
representam médias de 3 repeti¢des, oriundas de extratos diferentes e cada um
dosado em triplicata. Nos experimentos in vitro as atividades a- e [-
galactosidasicas foram obtidas de extratos totais de cotilédones provenientes de

sementes quiescentes. ¢ foram determinadas em fun¢do de quantidades
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crescentes de NaCl no meio de reagdo (0.10. 0,25, 0.50, 0.75 e 1.00 M). Os
resultados de atividade enzimatica foram expressos como percentagens do

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

2.4 - Determinagdo de Proteina

Determinou-se a concentracio de proteina pela adigdo de 2.5 ml do
reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Chemical Company, St. Louis.
MO, EE.UU.) a 50 ul da amostra, realizando-se a leitura de absorbancia em 595
nm, 10 minutos apds a adi¢cdo do reagente (BRADFORD, 1976). Albumina
sérica bovina (Sigma Chemical Company. St. Louis. MO, EE.UU.) foi usada

como padréo.

2.5 - Punificag¢do da a-galactosidase

2.5.1 - Precipitagdo com Acido Citrico e Fracionamento com Sulfato de
Amoénio

O extrato total foi inicialmente submetido a uma precipitagdo com
acido citrico 1 M até pH 3.5. Em seguida. o extrato foi1 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 sodio dibasico 1 M. O sobrenadante resultante foi submetido a um

fracionamento com sulfato de amonio usando-se as faixas de 0 a 20, 20 a 85 ¢
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85 a 100% de saturagao. tendo-se escolhido a fragdo 20 a 85% (Fp(-85) para ser

aplicada numa coluna de Sephadex G-100.

2.5.2 - Cromatografia de Exclusdo Molecular - Sephadex G-100

O gel de Sephadex G-100 (Pharmacia Fine Chemicals, Inc..
Uppsala. Suécia) fo1 intumescido em agua destilada a 90 °C por 5 horas. Uma
coluna de 2.8 cm x 30 cm foi montada de acordo com ROBYT & WHITE (1987)
e equilibrada com tampao Mcllwaine pH 5.5 contendo KC1 0,1 M.

Para a determinagdo do volume de exclusio da coluna (Vo)
dissolveram-se 10 mg de azul dextrana (Sigma Chemical Company, St. Louis.
MO, EE.UU.) em 4,0 ml tampéao Mcllwaine pH 5.5. Em seguida, aplicou-se esta
solucdo a coluna de Sephadex G-100 e mediu-se o volume de elui¢do do corante
(volume de exclusdo da coluna, Vo). O peso molecular (PM) da enzima a-
galactosidase foi calculado de acordo DETERMANN (1969) conforme a equagéo
abaixo:

Log PM = 5,941 - 0,847 (Ve/Vo)
onde Ve corresponde ao volume de elui¢do da enzima .

O po hofilizado da Fp(.gs foi dissolvido em tampao Mcliwaine pH
3.5 e. em seguida, aplicado a uma coluna, previamente equilibrada com o mesmo
mpdo. A cromatografia se realizou a um fluxo constante de 34.8 ml por hora e
2 12 °C. Os efluentes foram recolhidos em fragdes de 4,5 ml, em um coletor
automatico, determinando-se em seguida a absorbancia em 280 nm e a atividade

a-galactosidasica em cada uma das fragdes. As que mostraram-se ativas foram
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juntas e apds dialise por 24 horas contra agua destilada a 12 °C foram

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

2.53~ Cromatografia de Troca Ionica - CM-Celulose

Para preparagdo da coluna de troca i0nica, uma quantidade
suficiente de CM-Celulose fo1 lavada sucessivamente em agua destilada. HC1 0.1
M. agua destilada, NaOH 0,1 M e por fim equilibrada com tampdo Mcllwaine
pH 3.5. A coluna (2 ¢cm x 19 cm) foi1 preparada sob a agdo da gravidade. A
cromatografia em CM-Celulose do concentrado do pico de atividade da
Sephadex G-100 realizou-se a um fluxo de 24 ml por hora e a 12°C. O po
liofilizado deste pico foi dissolvido em tampdo Mcllwaine pH 3.5 e o pH
ajustado com acido citrico 1 M para 3.5. A eluigdo foi iniciada com o tampio
Mcllwaine pH 3.5 e em seguida com um gradiente salino (0.2 a 0.8 M de KClI;
60 ml) no mesmo tampdo. Foram coletadas fra¢gdes de 3.5 ml. sendo
determinadas suas absorbancias em 280 nm e atividades a-galactosidasicas. As
fragdes ativas foram juntas e dependendo do objetivo, foram dialisadas contra
agua destilada ou tampdo Mcllwaine pH 5.0 por 24 horas a 12 °C. Apos
centrifugagdo a 10.000 x g por 15 minutos a 4 °C o sobrenadante fo1 congelado
para posterior utilizagdo (a-galactosidase parcialmente purificada).

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

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

2.6.1 - Curva de pH

’ Utilizando a fragdo parcialmente purificada da a-galactosidase,
dialisada contra agua destilada, estudou-se a atividade o-galactosidasica em
fung¢do de diferentes pH (2,0, 2.5, 3,0, 3,3, 4.0, 4.5, 5,0, 5.5. 6,0, 6.5. 7.0 e 7.5).
Para a realizacio do ensaio de atividade utilizou-se o substrato sintético
especifico dissolvido em tampdo Mcllwaine nos referidos pH. Os valores de
atividade enzimatica foram expressos em percentagens do controle e representam

médias de dois experimentos. cada um com trés repetigoes.

2.6.2 - Estabilidade Térmica

Verificou-se o efeito de diferentes temperaturas (30. 40, 50. 60. 70 e
80 °C) na atividade enzimatica, usando-se o dialisado em tampao Mcllwaine pH
5.0, do pico retido na cromatografia em CM-Celulose. Para isso. aliquotas de
500 pl da solugdo enzimatica foram incubadas por 10 minutos nas temperaturas
indicadas acima, procedendo-se em seguida as determinagdes das atividades
enzimaticas, que foram expressas em percentagens do controle e representam

médias de trés experimentos. cada um com trés repetigdes.



2.6.3 - lons Metalicos e Agentes Quimicos

Utilizando-se a fragdo parcialmente purificada da a-galactosidase.
dialisada em tampdo Mcllwaine pH 5.0 investigou-se o efeito de varios ions
metalicos (Ca2*, Mg2*, Hg2*. Co2*, Fe2*, Cu2™, Mn2™) e agentes quimicos
(galactose. 2-mercaptoetanol. EDTA) na atividade enzimatica. Esta tragdo (500
ul) foi pré-incubada a 37 °C por 10 minutos em presenga € auséncia (controle)
do ion metalico ou agente quimico na concentragdo de 4 mM. com excecdo da
galactose cuja concentragdo foi de 8 mM. Em seguida, o ensaio de atividade
enzimatica foi realizado em presenga dos ions metalicos ou agentes quimicos nas
concentragdes indicadas acima. Os valores de atividade foram expressos em
percentagens do controle e representam médias de trés experimentos, cada um

com trés repetigoes.

2.7 - Delineamento Experimental ¢ Analise Estatistica

A analise estatistica dos resultados dos experimentos foi feita
partindo-se de um delineamento fatorial com dois fatores. O primeiro fator
possuia dois nivets (controle e salinidade) e o segundo correspondia aos dias
apos a semeadura. Foram estudadas as variaveis: atividades o-galactosidasicas
total e especifica. atividades [3-galactosidasicas total e especifica e as
concentragdes de proteinas dos extratos. Usando-se o delineamento acima,
determinou-se as diferengas estatisticas entre o controle € o tratamento salino
pelo teste F, a partir da analise de variancia (GOMES, 1973; MONTGOMERY,
1991) e comparagdes miltiplas através do teste de Tukev (MONTGOMERY.




1991). Usou-se um nivel de 5% de significancia nos testes realizados nas

comparagdes multiplas




3 - RESULTADOS

3.1 - Condigdes de Ensaio de Atividade Galactosidasica

O estudo das atividades «- e [-galactosidasicas durante a
germinagao e estabelecimento da plantula foi precedido da determinagdo das
condigdes otimas de ensaio. em extratos totais obtidos de cotilédones de
sementes quiescentes.

Na faixa de pH estudada (2.0 a 8.0) a atividade a-galactosidasica
aumentou desde pH 2.0 at¢ pH 5.5, quando a partir dai comegou a decrescer até
pH 8.0 (Figura 1A). O pH 5.0 fo1 escolhido como pH de ensaio para a enzima o-
galactosidase. A atividade [3-galactosidasica fo1 estudada na taixa 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 [3-galactosidase (Figura 1B).

As atividades a- e [-galactosidasicas aumentaram em fungdo de
quantidades crescentes de extrato total (enzima bruta), diluidos 1:20 (v:v) com
tampdo Mcllwaine pH 5.0 e pH 4.0. respectivamente, na mistura de reagéo,
observando-se linearidade até o valor de AA40( x 15 min-1 de aproximadamente
0,600 (Figura 2). Portanto, todas as medidas de atividade galactosidasica foram
feitas a partir de lerturas de absorbancias que resultassem em valores de AA4()(

x 15 min-! menores ou iguais a 0,600.
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0,4}

AA400 x 15 min

Figura 1 - Atividades a-galactosidasica (A) e B-galactosidasica (B) em fungdo do
pH em extratos de cotilédones de sementes quiescentes de feijdo-de-
corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitiaba .
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Figura 2 - Atividades a-galactosidasica (A) e B-galactosidasica (B) em fungdo de
quantidades crescentes de extrato (enzima bruta) de cotilédones de
sementes quiescentes de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) cv. Pititiba.




3.2 - Efeito do Estresse Salino na Atividade Galactosidasica ¢ na

Concentracdo de Proteina

Nos experimentos realizados para se estudar os efeitos do estresse
salino na atividade galactosidasica durante os primeiros estagios de
desenvolvimento, observou-se que a atividade a-galactosidasica total (Figura 3)
nos cotilédones provenientes de sementes que foram semeadas em agua destilada
(tratamento controle) aumentou até o 1° dia apds a semeadura. manteve-se
constante até o 3° dia, quando decresceu até o final do experimento. atingindo
um valor de 80% daquele do dia zero. Por outro lado, a atividade o-
galactosidasica total nos cotilédones provenientes de sementes semeadas em
solucdo de NaCl 0.1 M (tratamento salino), decresceu no 1° dia. em seguida.
aumentou até o 3° dia e, manteve-se aproximadamente constante até o 7° dia, e
dai 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 aquela do tratamento salino, até o 3° dia. igualou-se no
5° dia, e apds o 7° dia ocorreu o inverso. ou seja, os valores do tratamento salino
superaram os do controle (Tabela 1).

A atividade [-galactosidasica total (Figura 4) nos colitédones
provenientes de sementes que foram semeadas em agua destilada aumentou ate o
3° dia apés a semeadura, decrescendo, acentuadamente, até o final do
experimento quando apresentou um valor igual a 61% daquele do dia zero. Nos
cotilédones provenientes de sementes que foram semeadas em solugdo de NaCl
0.1 M. a atividade [-galactosidasica total aumentou até o 3° dia apos 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



p— "
i

o

= 60}

T.C

x

Ti-

o

(&)

< 40

<

=

=

=

O

=

w 20

<

=]

=

=

o Ll | | . |
o 1 - o] 7 8

DIAS APOS A SEMEADURA

Figura 3 - Atividade a-galactosidasica total de extratos de cotilédones de
sementes de fetjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv.
Pitiiba, semeadas em agua destilada (e) ¢ em solugdo de NaCl 0,1
M (o).
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Tabela 1 - Atividades a-galactosidasicas total e especifica de extratos de
cotilédones de fenjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv.
Pititba semeadas em agua destilada (C) e em solugdo de NaCl 0.1
M (S).

Dias apos Atividade Total Atividade Especifica
a semeadura (UA x cot1 x h"l) (UA x mgP -1 x -1

C S C S
1 5.880,1 3.968.5 2.059.6 1.466.6
3 5.802,6 5.012,2 299172 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 ndo sdo estatisticamente diferentes ao
nivel de 5%.

=Os valores de atividades total e especifica em extratos de cotilédones
de sementes quiescentes foram 4.705,0 e 1.598,5, respectivamente.
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Figura 4 - Atividade [-galactosidasica total de extratos de cotilédones de
sementes de feydo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv.
Pitiaba, semeadas em agua destilada () e em solugdo de NaCl 0.1
M (o).



dia do periodo experimental a atividade [3-galactosidasica 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 analise
estatistica haver mostrado diferenga significativa entre os dois tratamentos no 5°
Qia apos a semeadura (Tabela 2) as tendéncias das duas curvas (Figura 4)
sugerem que do 3° ao 7° dias os valores de atividade nos dois tratamentos ndo
devam diferir entre si.

As atividades o- e [3-galactosidasicas especificas dos extratos de
colitédones provenientes de plantulas dos dois tratamentos apresentaram-se
crescentes ao longo de todo o experimento. tendo a atividade especifica do
tratamento controle se mantido sempre superior aquela do tratamento salino,
exceto no caso da atividade [P-galactosidasica. que no 1° foi igual nos dois
tratamentos (Figuras 5 e 6; Tabelas 1 e 2). No altimo dia do experimento o valor
da atividade a-galactosidasica especifica medida no tratamento controle for 5.0
vezes superior aquela do tratamento salino, enquanto que, para o mesmo dia a
atividade [3-galactosidasica especifica medida no tratamento controle for de 3.3
vezes aquela do tratamento salino (Figuras 5 e 6).

A Figura 7 mostra os valores de concentragdo de proteina dos
extratos de cotilédones dos tratamentos controle e salino utilizados para as
determinagdes das atividades a- e B-galactosidasicas. Como pode ser observado.
a concentragdo de proteina nos dois tratamentos decresceu ao longo de todo o
periodo expenimental. Nos extratos de cotilédones provenientes de plantulas de
sementes semeadas em agua destilada a concentragdo de proteina apresentou um
pequeno decréscimo até o 1° dia apds a semeadura, decrescendo de forma
acentuada até o 9° 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 [-galactosidasicas total e especifica de extratos de
cotilédones de fejdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv.
Pitiuba semeadas em agua destilada (C) e em solugdo salina (S).

Dias  apods Atividade Total

a semeadura (UA X cot-l x h'l)

Atividade Especifica
(UAxmgP-l xh1)

C S C S
1 7.889.7 6.769.9 2.163,5 2.501.8
3 8.213.4 7.906.9 4.242.5 3.141.4
3 7.649,8 6.635.4 10.714,0  3.968.5
7 6.527.3 7.441.4 143773 49412
g 3.860,1 8.271,6 27971,7 8.3299

-Dois valores sublinhados ndo sdo estatisticamente diferentes ao

nivel de 5%.

- Os valores de atividades total e especifica em extratos de cotilédones
de sementes quiescentes foram 6.367,1 ¢ 2.161.,9, respectivamente.
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Figura 5 - Atividade a-galactosidasica especifica de extratos de cotilédones de
sementes de fetjdo-de-corda (Vigna unmguiculata (L.) Walp.) cv.
Pitiiba, semeadas em agua destilada (e) e em solugdo de NaCl 0,1 M
(0).
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Figura 6 - Atividade B-galactosidasica especifica de extratos de cotilédones de

sementes de feyjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.), cv.

Pitilba semeadas em agua destilada (e) ¢ em solugdo de NaCl 0,1 M

(0).

K67 020
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Figura 7 - Concentragdo de proteina em extratos de cotilédones de sementes de
feyjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp), cv. Pitiiba semeadas
em agua destilada (e) e em solugdo de NaCl 0,1 M (o).
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concentragdo de proteina apresentou pequeno decréscimo até o 3¢ dia apods a
semeadura. quando entdo comegou a decrescer de modo significativo. chegando
no tinal do experimento., com um valor de 33.4% daqueie do dia zero. Além
disso. do 3° ao 9° dias apos a semeadura. os valores de concentragdo de proteina
nos extratos de cotilédones provenientes do tratamento salino foram sempre
estatisticamente matores do que os encontrados para os provenientes do

tratamento controle (Tabela 3).

3.3 - Efeito do NaCl in vitro na atividade galactosidasica

As atividades o- e [-galactosidasicas presentes no extrato
cotiledonario total foram determinadas em fun¢do de quantidades crescentes de
NaCl na mistura de reagdo. Como pode ser observado na Figura 8. este sal. na
mesma concentragdo usada nos experimentos in vivo, praticamente nao afetou a
atividade das enzimas. Na concentragdo de NaCl mais elevada (1 M) as
atividades o- e [-galactosidasicas apresentaram-se com valores iguais a 82.5%
(Figura 8A) e 88.7% (Figura 8B) daqueles do controle. ou seja, as percentagens

de inibigdo foram de 17,5% e de 11,3%, respectivamente.




Tabela 3 - Teor de proteina em extratos de cotilédones de sementes de feijao-de-

corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitilba semeadas em agua
destilada (C) e em solugdo salina (S).

Dias apos Concentragdo de Proteina
a semeadura ( mgP x cot'])
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 ndo sdo estatisticamente diferentes ao
nivel de 5%.

=0 valor do teor de proteina de extratos de cotilédones de sementes
quiescentes fo1 de 2,966.
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Figura 8 - Atividades a-galactosidasica (A) e P-galactosidasica (B) de
extratos de cotilédones de sementes quiescentes de feijdo-de-corda
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitidba em fungdo de
concentragdes crescentes de NaCl na mistura de reagdo.
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3.4 - Punfica¢do Parcial da a-Galactosidase

3.4.1 - Precipitagdo com Acido Citrico e Fracionamento com Sulfato de
Amonio

O processo de purificagdo parcial da a-galactosidase (Tabela 4) teve
inicio com a precipitagdo do extrato total com acido citrico 1 M até pH 3.5. Esta
etai)a for responsavel por uma punfica¢do da enzima de 3.8 vezes. Em seguida. o
extrato assim purificado for fracionado com sulfato de amonio nos intervalos de
0 a 20, 20 a 85 ¢ 85 a 100% da saturagdo. Como resultado. observou-se que a
fragdo precipitada no intervalo de 20 a 85% (Fp(.85) encerrava quase toda a
atividade o-galactosidasica recuperada do processo e apresentou uma

purificagio de 8.6 vezes em relagdo ao extrato total.

3.4.2 - Cromatogratia de Exclusdo Molecular - Sephadex G-100

As fragdes (F2(0-85) provenientes de cotilédones de sementes
quiescentes e de cotilédones de plantulas com 5 dias apds a semeadura em agua
destilada (tratamento controle) e em solugdo de NaCl 0.1 M (tratamento salino)
foram cromatografadas em coluna de Sephadex G-100 (Figuras 9, 10 e 11).
Como pode ser observado. os trés perfis cromatograficos foram semelhantes. Em
cada um deles observou-se a presenga de trés picos de proteina (Ag8(). com
pesos moleculares. determinados segundo DETERMANN (1969). de
aproximadamente 69.000, 20.000 e 4.500 e de somente um pico de atividade a-

galactosidasica correspondente a peso molecular de aproximadamente 43.500.
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Tabela 4 - Purnficagdo parcial da enzima a-galactosidase de extratos de
cotilédones de sementes quiescentes de feyjdo-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitiiiba.

ETAPAS Vol. Atividade  Prot. Ativ. Espec. Punf. Rend.
(ml) (UAxhl) (mg) (UAxmgPlxhl) (x (%)

Extrato Total 83,0 988416 9389 1.052.7 1 100
P crmdcn 95.0 823.840 207.3 3.974.1 38 833
F20-85 290 686720 762 9.012.0 8.6  69.5
Sephadex G-100 49,5  286.550 30,1 9.519,9 9.0 290

CM-Celulose 35.0 23.369 6.8 3.436.6 3.3 2.4
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Figura 9 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-100 da Fpp . g5 de
extratos de cotilédones de sementes quiescentes de feyjdo-de-corda
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitidba. Proteina (A2g0; ®) ¢

atividade a-galactosidasica (AA4(( x 15 min-1; o).
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Figura 10 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-100 da Fpp . g5 de
extratos de cotilédones de sementes de feydo-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitiiba apos 5 dias de semeadura em
agua destilada. Proteina (A2g(); ®) e atividade a-galactosidasica (A

Aq00x 15 min-1; o).
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Figura 11 - Cromatografia em coluna de Sephadex G-100 da Fpp . g5 de
extratos de cotilédones de sementes de feijdo-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitiuba apos 5 dias de semeadura em
solugdo de NaCl 0,1M. Proteina (A2g0; ®) e atividade a-
galactosidasica (AA400 x 15min-1; o).
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Observou-se que, apos esta etapa a purificacao da a-galactosidase era de 9.0

vezes. e a recuperacdo de 29.0% (Tabela 4 ).

3.4.3 - Cromatografia de Troca I6nica - CM-Celulose

O pico de atividade a-galactosidasica resultante da cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex G-100 da Fp(.g5 de sementes quiescentes for
submetido a uma cromatografia. de troca i6nica em coluna de CM-Celulose. A
Figura 12 mostra o perfil cromatografico onde evidenciou-se a presenga de dois
picos de proteina (A2g(). um nao retido e outro adsorvido. o qual foi eluido por
meio de um gradiente salino. Toda a atividade a-galactosidasica ficou retida na
coluna e foi eluida com KCI na concentragdo de aproximadamente 0.5 M sob a

forma de um Gnico pico. Este pico (a-galactosidase parcialmente purificada) for

-utilizado nos experimentos de caracterizagdo da enzima. Vale ressaltar, que

resultados diferentes deste foram obtidos quando a cromatogratia em CM-
Celulose era realizada sem uma lavagem prévia do gel com HCl e NaOH. como
descrito em Material e Métodos. Neste caso ocorria o aparecimento de dois picos
de atividade a-galactosidasica eluidos com o gradiente de KCl (resultados ndo
apresentados). Apos esta cromatografia verificou-se que a purificagdo parcial da

enzima foi de 3,3 vezes. e com recuperagdo em atividade de 2,4% (Tabela 4).

. = = P
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Figura 12 - Cromatografia em coluna de CM-Celulose do pico eluido da
cromatografia em Sephadex G-100 da Fp(.g5 do extrato de
cotilédones de sementes quiescentes de feydo-de-corda (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) cv. Pitiiba. Proteina (Ag(); ®) e atividade
a-galactosidasica (AA400 x 15 min-1; o).
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3.5 - Caraterizacdo da a-Galactosidase Parciaimente Purificada

3.5.1 - Curva de pH

A dependéncia da atividade «-galactosidasica parcialmente
puriticada com o pH do meio de reagdo ¢ apresentada na Figura 13. A atividade
a-galactosidasica cresceu desde pH 2.0 até 2.5. manteve-se aproximadamente
constante at¢ pH 4.0 e cresceu novamente até pH 6.0. onde apresentou maxima

atividade. A partir dai a atividade decresceu até pH 7.5.

3.5.2 - Estabilidade Térmica

A enzima o-galactosidase mostrou-se bastante estavel quando pré-
incubada em temperaturas na faixa de 30 a 50 °C, conservando 93% da 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 - [ons Metalicos ¢ Agentes Quimicos

Os efeitos de diferentes cations divalentes e agentes quimicos na
atividade a-galactosidasica sdo mostrados na Tabela 5. Como pode ser observado
os cations Ca2* e Mg2* praticamente ndo afetaram a atividade o-

galactosidasica. Os cations Fe2t, Mn27. Co2* e Cu2*t provocaram inibi¢des
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Figura 13 - Atividade enzimatica em fun¢do do pH da a-galactosidase
parcialmente purificada de extratos de cotilédones de sementes

quiescentes de feijao-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.)
cv. Pitiuba.
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Figura 14 - Efeito da temperatura na atividade da enzima o-galactosidase
parcialmente purificada de extratos de cotilédones de sementes
quiescentes de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cv.
Pitiaba.



Tabela 5 - Efeito de ions metalicos e outros efetores na atividade da o-
galactosidase parcialmente purificada de extratos de cotilédones de
sementes quiescentes de feijdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) cv. Pitidba. Os valores representam uma média de trés
diferentes experimentos em triplicata cada.

Substancia Concentragdo Atividade % de inibigao
Final (mM) (% do Controle)
CaClp 4,0 94 6
MgClp 4.0 91 9
FeClp 4,0 87 13
MnClp 4,0 87 13
CoClp 4,0 79 21
CuCly 4,0 78 22
HgClp 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 jon Hg2® apiesentou-se, dentre os cations
estudados como o mais forte inibidor. causando uma redugdo na atividade
enzimatica de 57%. A atividade a-galactosidasica praticamente ndo sofreu
alteragdo devido a presenga de 2-mercaptoetanol (2-ME), foi fracamente inibida
pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (14% de inibi¢do) e fortemente
inibida pelo carboidrato galactose (77%).



4 - DISCUSSAO

A presenga de a- e [-galactosidases cotiledonanias detectadas em
sementes quiescentes de fenjdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) cultivar
Pitiiba fo1 também observada nesta espécie (ALANI er al.. 1989), em outras
espécies da mesma familia (CORCHETE & GUERRA. 1987a. 1987b) ¢ em
espécies de familia diferente (KUNDU et al.. 1990).

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 otimos de pH nas faixas de 5.0 - 5.5 (a-galactosidase) e de
3,5 - 4.0 (PB-galactosidase). Os valores de pH oOtimos para a-galactosidase
concordam com os encontrados por DEY & PRIDHAM (1969) em Vicia faba.
DEY (1981) em Castanea sativa e ALANI et al. (1989) em Vigna unguiculata e
aqueles para [3-galactosidase foram semelhantes aos obtidos por AGRAWAL &
BAHL (1968) em Phaseolus vulgaris e BISWAS (1987) em Vigna sinensis.

No presente trabalho. foram estudadas as atividades a- e [-
galactosidasicas durante os estagios iniciais de estabelecimento da plantula. As
duas enzimas aumentaram inicialmente suas atividades totais até atingirem
determinados valores. quando, entdo, houve estabilizagdo 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 [-galactosidasicas totais proveniente, de extratos de
cotilédones de sementes quiescentes apresentaram-se em altos niveis (Figuras 3 e

4), sugerindo a importancia dessas enzimas no processo germinativo. Como se
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sabe as galactosidases sdo responsaveis pela hidrolise de polissacaridios e
oligossacaridios com a produg¢do de D-galactose. que pode ser uma fonte de
energia (DEY. 1980) ou de matéria prima para o eixo embriondrio em
crescimento. Aumentos em atividades semelhantes aos aqui observados. em
enzimas que pré-existem na semente quiescente sdo explicados por alguns
autores como sendo devido a um aumento em seus processos de solubilizagdo
que ocorre nos primeiros dias de germinag¢do (JULIANO & VARNER. 1969:
TARRAGO & NICOLAS. 1976: CASTRO. 1982). Por outro lado. o
comportamento das atividades especificas (Figuras 5 e 6. Tabelas 1 e 2) foi
diferente daquele observado para as atividades totais, pois foi sempre crescente
durante todo o periodo experimental. Isto deveu-se. principalmente. ao
decréscimo no teor de proteina cotiledonaria (Figura 7: Tabela 3). Este mesmo
comportamento foi observado para galactosidases extraidas de cotilédones de
lentitha (CORCHETE & GUERRA. 1987b) e para proteases. amilases ¢ RNases
- cotiledonanas desta mesma espécie (GOMES FILHO & PRISCO, 1978:
PRISCO et al.. 1981: GOMES FILHO et al.. 1983).

Os estudos sobre os efeitos do NaCl in vivo nas enzimas o- e -
galactosidases (Figuras 3, 4. 5 e 6; Tabelas 1 e 2) demonstraram que a salinidade
retardou o desenvolvimento das atividades enzimaticas ao longo do processo
germinativo e estabelecimento da plantula. Estes resultados sdo discordantes
daqueles encontrados por CORCHETE & GUERRA (1986) em cotilédones de
lentilha. que observaram que a salinidade ndo causou nenhum efeito nas
atividades destas enzimas. Por outro lado. efeitos inibitorios semelhantes aos
aqui observados foram encontrados por outros autores nas enzimas a-amilase. f3-
amilase e RNases (PRISCO er al.. 1981; GOMES FILHO et al.. 1983) de ferjdo-

de-corda Pittaba. O fato dos valores de atividades totais a- e [3-



galactosidasicas no 9° dia apdés a semeadura terem sido estatisticamente
superiores (Tabelas 1 e 2) nos extratos de cotilédones de plantulas do tratamento
salino, sugere que. em condigdes de estresse ha uma inibicdo do sistema
enzimatico que degrada essas enzimas. pois como se sabe o nivel de uma
determinada enzima numa célula € resultado do balango entre sua sintese e sua
degradagdo (LEHNINGER. 1990). E possivel. portanto, que o efeito observado
da salinidade nas galactosidases ou em outros sistemas enzimaticos (KAHANE
& POLJAKOFF-MAYBER. 1968: PRISCO & O'LEARY. 1970). ocorram como
consequéncia de outros eventos iniciais causados pelo estresse.

Vale ressaltar que na concentragido de NaCl aqui utilizada (0,1 M),
este sal € responsavel pela inibigdo da mobilizagdo e/ou do transporte das
reservas cotiledonarias para o eixo embrionario. além de reduzir em cerca de
50% o tamanho das plantulas deste cultivar com 7 dias apdés a semeadura
(GOMES FILHO & PRISCO. 1978: ENEAS FILHO 1979: PRISCO et al..
1981). Os resultados apresentados na Figura 7 ¢ Tabela 3. demonstram que o
estresse imposto as plantas for responsavel por uma significativa inibigdo da
mobilizagdo e/ou do transporte das proteinas soluveis dos cotilédones para o eixo
embrionario. Efeitos inibitérios idénticos do NaCl ou de outros agentes
osmoticos ndo 10nicos na germinagdo e estabelecimento da plantula também
foram encontrados por outros autores (UHVITS, 1946: PRISCO & O'LEARY.
1970; MACHADO et al., 1976, SHEORAN & GARG, 1978, KAWASAKI ez
al.. 1983). E possivel. portanto, que o efeito do NaCl aqui observado nas
atividades a- e¢ [3-galactosidasicas seja, em parte, responsavel pela redugdo no
crescimento das plantulas sob condigdes de estresse.

Os experimentos realizados in vitro (Figura 9) demonstram

claramente que o NaCl na concentracdo de 0.1 M ndo afeta as atividades
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galactosidasicas. Isto, refor¢a a idéia de que os efeitos deste sal in vivo devem ser
a niveis de solubilizagdo e/ou renovagdo ("turnover") das enzimas e ndo a uma
inibi¢do propriamente dita em suas atividades. Efeitos semelhantes do NaCl in
vitro na atividade ribonucleasica 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 in vivo e
in vitro na atividade de uma protease (pH 6,0) extraida de cotilédones de feijao-
de-corda Pitiaba. Enquanto que. este sal in vitro for um forte inibidor da
atividade proteolitica, in vivo ele praticamente ndo afetou esta atividade. E
importante destacar que devemos ser cautelosos ao extrapolar possivels efeitos
de ions inorganicos sobre as atividades enzimaticas in vitro com aqueles in vivo.
Segundo GREENWAY & OSMOND (1972) as interagdes dos ions com as
enzimas in vifro se fazem de forma artificial, pois eles interagem diretamente
com as proteinas em solugdo. enquanto que, in vivo ¢ possivel que as células
regulem o meio 16nico do citoplasma de tal maneira que as enzimas ndo sdo
normalmente expostas a altos niveis de sais.

Quando a Fp(.85 proveniente de extratos de sementes quiescentes
for submetida a uma cromatografia em coluna de Sephadex G-100 (Figura 9),
somente um pico de atividade (PM de 43.500) foi detectado, diferentemente de
mais de um pico encontrado por ALANI er al. (1989) em sementes quiescentes
desta mesma espécie, DEY & PRIDHAM (1969) em Vicia faba ¢ DEY (1981)
em Castanea sativa. Resultados idénticos foram obtidos quando feitos com a
F2(-85 provenientes de extratos de cotilédones de plantulas com 5 dias apos a
semeadura em agua destilada e em solugdo de NaCl 0.1 M (Figura 10 e 11).
Esses resultados demonstram que, pelo menos. nas condi¢gdes aqui empregadas.

novas formas de «-galactosidase, diferindo significativamente em pesos
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moleculares, ndo surgem com o processo germinativo e, consequentemente, a
salinidade ndo provoca nenhuma alteragdo qualitativa, mas apenas quantitativa
na atividade o-galactosidasica. E possivel que a discordancia de nossos dados
com aqueles observados por ALANI er al. (1989) na mesma espécie. ou daqueles
encontrados por outros autores em espécies diferentes, seja devido ao fato de que
nas condigdes por nos utilizadas, a enzima se encontrar na forma monomérica e
ndo em formas associadas (dimeros, trimeros, ou tetrameros). Refor¢cando esta
idéia PORTER er al. (1992) mostraram que a o-galactosidase de soja tinha
comportamento diferente quando a cromatografia de exclusdo molecular era
realizada em diferentes condigdes de pH. Eles observaram que a pH 4.0 se
comportava como um tetramero de sua forma monomérica a pH 7.0.

Quando o pico de atividade da Sephadex G-100 foi submetido a um
fracionamento em coluna de troca ionica (Figura 12) somente um pico de
atividade fo1r encontrado. o qual ficava retido na coluna. sendo eluido com KCl
0.5 M. Novamente nossos resultados diferiram dos encontrados por outros
autores. onde a existéncia de mais de um pico de atividade o-galactosidasica foi
encontrado (DEY. 1981, CORCHETE & GUERRA, 1987a. 1987b. ALANI et
al.. 1989). Vale ressaltar, que essa cromatografia quando realizada com o gel
sem o prévio tratamento de lavagem com HCIl e NaOH, apresentava dois picos de
atividades. ambos retidos, gerando portanto, um resultado falso mostrando a
existéncia de pelo menos, duas isoenzimas de a-galactosidase (resultados néo
apresentados).

O decréscimo no grau de purificagdo de 9,0 para 3,3 vezes entre as
etapas de Sephadex G-100 e CM-Celulose (Tabela 4) deve-se a 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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purificagdo da enzima. visto que, o pico de proteina nao retido. que se mostrou
maior que o retido. ndo apresentou atividade o-galactosidasica.

A curva de pH apresentada na Figura 13 com a a-galactosidase
parcialmente purificada. mostra claramente a existéncia de um maximo de
atividade a pH 6,0. No entanto, ¢ possivel também admitir-se a existéncia de um
outro pico de atividade na faixa de pH entre 2.5 e 3.5, porém com atividade
enzimatica muito inferior aquele encontrado a pH 6,0. Este resultado se
assemelha aos encontrados por AGRAWAL & BAHL (1968) em Phaseolus
vulgaris e por DEY & PRIDHAM (1969) em Vicia faba.

A a-galactosidase de feyjdo-de-corda Pitiuba parcialmente purificada
apresentou estabilidade térmica (Figura 14) semelhante a de outras
galactosidases vegetais (DEY & PRIDHAM. 1969: OGAWA et al., 1990).

Quando estudou-se os efeitos dos ions Ca2t e Mg2" na atividade
da a-galactosidase. observou-se que estes ions praticamente ndo alteraram a
atividade enzimatica (Tabela 5). Este resultado com relagdo ao Ca2*t difere
daquele obtido por CORCHETE & GUERRA (1987a) na a-galactosidase de
corpos protéicos de cotilédones de sementes de lentilha quando este ion inibiu
cerca de 19% da atividade da enzima. O efeito inibitdério dos ions Fe2+, Mn2+,
Co2* e Cu2™* sobre a atividade o-galactosidasica ¢ mostrada na Tabela 5. O
resultado com relagio ao Mn2*, foi diferente daquele encontrado por
CORCHETE & GUERRA (1987a), nesta enzima extraida de corpos protéicos de
cotilédones de sementes de lentilha. a qual se mostrou insensivel a este ion. Na
literatura pesquisada ndo se encontrou dados sobre os efeitos dos ions Fe2™,
Cu2* e Co2% na atividade da o-galactosidase. porém. os efeitos desses dois
ultimos ions na atividade da [-galactosidase de cotilédones de Vigna radiata sdo

conhecidos (KUNDU et al.. 1990). Estes autores mostraram que o Co2*t nio
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afetava a atividade enzimatica, enquanto que o Cu2*: de forma semelhante ao
aqui observado. era um inibidor da [3-galactosidase. O ion Hg2". causa uma
forte inibi¢do na atividade desta enzima, inbigdo semelhante aqucla encontrada
em outras galactosidases vegetais (OGAWA er al.. 1990; KUNDU er al.. 1990).
O 2-ME semelhante ao encontrado por OGAWA et al. (1990) para [-
galactosidase de frutos de Actinidia chinensis, ndo teve efeito na atividade o-
galactosidasica (Tabela 5). Uma comparagdo dos efeitos do EDTA na a-
galactosidase ndo foi possivel. devido a falta de dados na literatura pesquisada
sobre os efeitos deste agente quelante em outras a-galactosidases. No entanto,
estudos feitos por KUNDU er al. (1990), para as isoenzimas de [(-galactosidase
de Vigna radiata, mostram que o EDTA provoca diferentes graus de inibigao (4
a 56%) na atividade destas enzimas. A galactose. um dos produtos da agdo
catalitica das o- e [-galactosidases. mostrou-se um potente inibidor da «-
galactosidase (Tabela 5), de forma semelhante ao encontrado para as o- € f3-
galactosidases de lentilha CORCHETE & GUERRA (1987a) e para as -
galactosidases de Vigna sinensis (BISWAS. 1987) e de Vigna radiata (KUNDU
et al. 1990). Este efeito da galactose ¢ explicado por alguns autores como sendo

devido a uma inmbigdo competitiva das enzimas «o- e [-galactosidases

(CORCHETE & GUERRA, 1986. PORTER ef al. 1992).



5 - CONCLUSOES

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

1 - as enzimas a- ¢ B-galactosidases pré-existem em sementes quiescentes € se

mantém em nivets altos durante os primeiros estagios de desenvolvimento:

2 - a salinidade provocou um retardamento nas atividades o- e f3-
galactosidasicas, especialmente nos primeiros dias apos a semeadura, que foi
interpretado como sendo devido a menor solubilizagdo destas enzimas no

tratamento salino:

3 - no final do periodo experimental as atividades galactosidasicas no tratamento
salino foram superiores as obtidas no tratamento controle. sugerindo um efeito

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

4 - a adigdo de NaCl in vitro ndo afetou a atividade galactosidasica na dose

usada nos experimentos in vivo (0.1 M),
5 - a precipitagdo do extrato total com acido citrico mostrou-se adequada,

apresentando uma purificagdo de 3,8 vezes, com uma recuperagdo de 83,3% da

atividade presente no extrato total;
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5 - a cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-100 da Fp(-g5 foi
responsavel por uma purificagdo de cerca de 9.0 vezes. com uma recuperagdo de
29.,0% da atividade presente no extrato total, enquanto que, a cromatografia de
troca 16nica em CM-Celulose fo1 capaz de purificar apenas cerca de 3,3 vezes

com uma recuperag¢do em atividade de 2.4%:

6 - o peso molecular da enzima parcialmente purificada, determinado por
tiltracdo em gel. fo1 de 43.500. tendo-se observado apenas uma a-galactosidase
cotiledonaria de mesmo peso molecular ao longo da germinagdo e

estabelecimento da plantula:

7 - a salimdade ndo provocou o aparecimento de novas formas de o-

galactosidase;

8 - a enzima parcialmente purificada teve termoestabilidade semelhante a outras
o-galactosidases vegetais, pH 6timo de 6,0 e foi1 fortemente 1nibida por galactose
e por Hg2*, porém os ions Ca2t e Mg2*, bem como o agente redutor 2-

mercaptoetanol ndo tiveram nenhum efeito sobre sua atividade.
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