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RESUMO 

0 presente estudo trata da ação do NaC1 no processo 

germinativo e na atividade de 3 enzimas hidroliticas envolvi 

das na mobilização das reservas nitrogenadas, em sementes de 

feijão de corda pitiiiba (Vigna sinensis (L) Savi). 

Estudou-se o efeito do NaC1 no processo germinativo 

atraves de medidas de peso fresco e seco de cotiledones e ei 

xos embriongrios, provenientes de sementes semeadas em ggua 

destilada (tratamento controle) e em solução de NaC1 0,1 M 

(tratamento salino). Foi observado que a presença do sal no 

meio de germinação inibe a mobilização e/ou transporte das 

reservas cotiledongrias para o eixo embriongrio. 

As enzimas hidroliticas foram estudadas a  pH  6,0(pro  

tease), pH  7,0 (LPase) e a  pH  5,2 (RNase), usando-se como 

substrato caserna, LPA e  RNA,  respectivamente. 0 efeito do 

NaC1 nas atividades enzimaticas foi estudado  in  vivo e  in 

vitro.  As anglises  in  vivo foram feitas em extratos de coti-

ledones provenientes de sementes dos tratamentos controle e 

salino, ao longo da germinação. Os experimentos  in vitro  fo-

ram realizados em extratos de cotiledones provenientes de se 

mentes quiescentes  (protease  e LPase) ou em extratos de coti 

ledones, obtidos de plantulas do tratamento controle, apOs 5 

dias da semeadura (RNase). A atividade proteolitica  in  vivo  

praticamente não foi afetada pela salinidade, enquanto que,  

in vitro,  a mesma concentração de sal (NaC1 0,1 M) causou um 

efeito inibitOrio. Os resultados indicam que a ação inibitO-

ria do NaC1 na mobilização das reservas proteicas não se faz 

atraves de seus efeitos sobre a  protease  6,0. Nos experimen-

tos  in  vivo foi observado que a LPase e uma enzima que e de-

gradada logo que o processo germinativo e iniciado, e que a 

velocidade de degradação desta enzima e menor sob condigaes 
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salinas. Embora  in vitro  o mesmo nível de sal(NaC1 0,1 M) te 

nha estimulado a atividade da LPase, parece que no se pode 

atribuir a isto os valores de atividade mais elevados, encon 

trados  in  vivo para o tratamento salino. Os resultados suge-

rem que a salinidade  in  vivo inibe a ação do sistema enzima-

tico responsgvel pela degradação da LPase. O NaC1  in  vivo te 

ve um efeito inibit6rio sobre a atividade da RNase. Todavia,  

in vitro,  usando-se o mesmo nível de sal (NaC1 0,1 M), prati 

camente no foi observado nenhum efeito sobreaatividade  des  

ta enzima. Os resultados sugerem que o efeito inibitOrio do 

NaC1  in  vivo deve-se a ação deste sal na ativação e/ou sinte 

se de novo da RNase. 

•••• 



INTRODUÇÃO 

zalinidade   

Um solo e considerado salino quando - contem sais  so-
-  

luvels em quantidades suficientes para prejudicar o cresci-

mento das plantas, tornando, consequentemente, baixa a sua 

produtividade. Nos Estados Unidos, considera-se um solo como 

salino quando a condutividade do seu extrato de saturação 

igual ou superior a 4 mmho x cm
-1  (Richards,  1954). Os sais 

soliiveis que comp6em os solos salinos  so  constituídos, prin 

cipalmente, pelos  cations  de s6dio,cglcio e magnesio,e pelos  

anions  sulfato e cloreto. Outros  ions,  tais como potgssio, 

bicarbonato, carbonato e nitrato, ocorrem em pequenas quanti 

dades  (Richards,  1954): Normalmente, tais solos se localizam 

em regiEes de climas aridos ou semi-ridos, onde no existem 

precipitag6es pluviometricas capazes de os lixiviarem sufici 

entemente. Associado a este fator climgtico desfavorgvel,nes 

sas regi5es predominam altas velocidades de evaporaggo,o que 

faz com que a concentração de sais no solo e na ggua se tor-

ne mais elevada  (Richards,  1954), 

O problema da salinidade tem atraido a atenção de 

muitos governos interessados em minorar os prejuízos para a 

economia, causados pelos baixos rendimentos dos solos sali-

nos. A União Sovietica, por exemplo, possui cerca de 10% de 

sua  area  constituída por solos salinos (Kovda, 1937). Nos Es 

tados Unidos, a salinidade reduz em mais de 25% a produção 

de suas  areas  irrigadas  (Black,  1968). Em algumas regiaes da  
Asia  Central, este problema 4 maior, pois 89% de sua  area  to 

tal de irrigação corresponde a solos pantanosos e salinos 

(Fedorov, 1954). No Nordeste brasileiro, apesar da falta de 

dados precisos, acredita-se que grande parte de sua grea de 

irrigação esteja salinizada ou em vias de salinizagao. Esta 

1 



2  

crença e fundamentada pelas condicaes clim i atcas desfavorg-

veis que o Nordeste brasileiro, região-semigrida, apresenta, 

reforçada pelo deficiente sistema de drenagem existente.  Pi-

zarro  (1975) estima que 1/5 das greas irrigadas do Nordeste 

estão salinizadas. 

Fisiologia e bioquímica do  "stress"   salino em plantas  

Do exposto, 4 evidente que se procure uma solução 

para o problema da salinidade. Uma maneira de resolver tal 

problema seria atraves da recuperação dos solos inutilizados 

ou em vias de inutilização. Todavia, isto envolveria grandes 

investimentos e somente em determinadas circunstancias pode- 

ser economicamente vigvel (Strogonov, 1964;  Black,  1968).  

Carter  (1975) acha que sO compensa recuperar um solo salino 

se os custos envolvidos na recuperação não aumentarem dema-

siadamente os custos de produção. Contudo, considerag6es de 

ordem  politico-social muitas vezes justificam a recuperação 

de um solo, mesmo sem atender o lado econOmico enfatizado por  

Carter  (1975). Uma outra opção seria o desenvolvimento de 

pesquisas no sentido de se conseguir plantas que fossem re-

sistentes ou tolerantes ao excesso de sais. Para conseguir 

este intento, e necessgrio primeiro que se conheça a fisiolo 

gia e bioquimica das plantas sob condig6es de  "stress"  sali-

no. Neste caso, deve-se dar enfase primordial ao estudo da 

germinação de sementes sob condic6es de  "stress"  salino, não  

so  por ser esta a etapa inicial do processo de formação de 

qualquer cultura, como tambem pelo fato de se conhecer quede 

terminadas esp6cies são bastantes tolerantes aos sais duran-

te o crescimento, mas são extremamente sensíveis durante a 

germinação  (Ayers  et  al.,  1952;  Richards,  1954). 



3  

Germinação  de  sementes  sob condig6es de "stress" saline  

Os efeitos da salinidade sobre a germinação das se-

mentes foram, por muito tempo, explicados pela teoria da "se 

ca fisiolOgica". Esta teoria se apoia no fato de que os sais 

soliiveis aumentam a pressão osmOtica da solução do solo, a-

carretando, como consequencia, uma redução no gradiente de 

potencial hidrico entre a semente e o solo. Como resultado, 

menor seria a absorção de ggua pela semente, e, em consequen 

cia, o processo germinativo seria inibido(Strogonov, 1964). 

Todavia, hg cerca de 30 anos atrgs começaram a sur-

gir os primeiros experimentos que demonstravam que os sais 

tinham tambem efeitos t6xicos para as sementes. Um dos mais 

celebres estudos neste sentido foi realizado com sementes de 

alfafa por Uhvits (1946). Ela estudou a germinação desta es- 
- 

pecie em so1ug6es de manitol (soluto não iOnico) e NaCl(solu 

to ilinico), em concentrag6es iso-osmOticas (12 e 15 atm), e 

observou que a germinação era inibida por tais substancias, 

sendo que o NaC1 tinha um efeito mais drgstico queomanitol. 

Alem disso, ela demonstrou que as sementes que não germina-

ram em altas concentrag6es de NaC1 ou de manitol, ao serem 

transferidas para ggua destilada, possuiam uma capacidade  re  

sidual de germinação. Contudo, tal recuperação em germinação 

foi muito maior para as sementes provenientes do tratamento 

com manitol do que com NaC1, sugerindo, portanto,que a  semen  

te absorve  ions  em quantidades capazes de promover um efeito 

taico. Resultados semelhantes aos de Uhvits (1946) foram  en  

contrados por Wiggans &  Gardner  (1959)com sementes de Rapha-

nus sativus e de sorgo semeadas em so1ug6es de NaCl,glicose, 

sacarose, manitol ou polivinil-pirrolidona. Strogonov(1964), 

no entanto, afirma que não se pode explicar a inibição do  pro  

cesso  germinative  somente pela alta pressão osmOtica da solu 

gão do solo. Ele mostrou que sementes de algodão previamente 

embebidas e postas a germinar num solo salino não o faziam 
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mesmo apos 3 meses. Isto foi interpretado como sendo devido 

aos efeitos tóxicos dos sais. 

Acredita-se que os efeitos osmOticos do sal, especi 

almente do NaC1, no processo germinativo,predominem quando a 

concentragão salina e baixa, enquanto que os efeitos toxicos 

predominam em elevadas concentrag6es de sais.Pesquisas neste 

sentido foram desenvolvidas por Prisco & O'Leary(1970a), que 

conseguiram separar tais efeitos. Seus resultados mostram  clue,  

para potenciais hidricos entre O e -8 bar, o efeito do NaCl 

sobre a germinagão de Phasealusvulgaris foi predominantemen-

te osmOtico, enquanto que em baixos potenciais hidricos (-12 

bar) a inibição da germinação era devida, principalmente,aos 

efeitos tOxicos do NaCl. 

Mobilização de reservas nitrogenadas durante a germinação 

A germinação das sementes consiste numa serie de e-

ventos morfogeneticos, que resultam na transformação do em-

brião em plantula.No estado quiescente,as sementes se carac-

terizam por sua baixa atividade metabOlica, provavelmente de 

vido ao baixo conteao de ggua (5 a 10%) normalmente observa 

do  (Mayer  & Poljakoff-Mayber, 1963). A medida que a semente 

absorve agua, a atividade metabolica aumenta e tem inicio o 

processo germinativo. Paralelamente a absorção de agua, ocor  

re  a hidrOlise das substancias de reserva e o simultâneo  trans  

porte dos produtos de hidrOlise para o eixo embriongrio 

(Beevers, 1968;  Ching,  1972). 

A mobilização das proteinas de reserva foi estudada 

em ervilha  (Lawrence  et  al.;  1959; Beevers &  Guernsey,  1966; 

Beevers & Splittstoesser, 1968), arroz (Palmiano &  Juliano,  

1972), soja  (Mayer  & Poljakoff-Mayber, 1963), cevada (Prenti 

ce et al.,1969),Vigna sinensis(Prisco et al.,1975),Phaseolus 

vulgaris  (Simon  & Meany, 1965; Pusztai & Duncan,1971), Vigna  



radiata (Chrispeels & Boulter, 1975;Harris& Chrispeels,1975) 

e abObora  (Wiley  &  Ashton,  1967). 

degradação das proteínas de reserva-eefetuada por 

dois grandes grupos de enzimas hidroliticas: as proteases e 

as  peptidases.  As primeiras promovem a hidrOlise dessas  pro-

ternas a peptidios ou a aminogcidos, enquanto que as  pepti-

dases  promovem a hidrOlise dos peptídios a aminogcidos. Estu 

dos da atividade proteolitica durante a germinação mostram 

que para determinadas especies, ela aumenta (Beevers & 

Splittstoesser,1960;em aullas,a atividade proteolitica no mos 

tra nenhuma tendencia caracteristica(  Burger  & Siege.lman,1966; 

Pusztai &  Duncan,  1971), e, finalmente, existe um terceiro 

grupo de especies em que a atividade proteolítica aumenta com 

a germinação  at  atingir um valor mgximo para dal em diante 

decrescer  (Mayer  & Poljakoff-Mayber, 1963; Wiley  &  Ashton,  

1967; Prisco et  al.,  1975). Beevers & Splittstoesser (1968) 

mostraram que a atividade proteolitica nos cotiledones de er 

vilha aumenta, principalmente, depois que a maioria das re-

servas proteicas tiver sido mobilizada. Em contraste, a ati-

vidade peptidgsica, inicialmente alta, declina a medida que 

as proteínas cotiledonarias diminuem. Eles interpretaram es-

tes resultados como indicagão de que as  peptidases  estão mais 

intimamente associadas com a degradação das proteínas de re-

serva do que as proteases. Todavia, a presença de atividade 

peptidgsica no eixo embriongrio, desprovido de reserva pro-

teica, indica que estas enzimas no estio associadas somente 

com a degradação, mas tambem com a utilizagio das reservas 

de proteinas.hs resultados encontrados por  Prentice  et  al.  

(1969), em cevada, reforçam a hipftese lançada por Beevers 

& Splittstoesser (1968) e sugerem que as  peptidases  tambem 

estio relacionadas com o crescimento e desenvolvimentodaplân 

tula. A importância das proteases na mobilização das protei-

nas de reserva foi tambem demonstradaporChrispeels &Boulter 

(1975),por  Harris  & Chrispeels (1975)e por PriscoEt al(1975). 
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,Ainda com respeito ao metabolismo proteico, como  re  

7.ra czeral, a literatura pertinente ao assunto mostra clara-

-me
- 

 que a concentração de proteína decresce nos orgaos de 

7.--aserva e aumenta nas zonas de crescimento ( Beevers, 1968; 

7.:ardiola &  Sutcliffe,  1971). Os aminogcidos liberados pela 

a;ao das proteases e/ou  peptidases, so  translocados para o 

eixo embriongrio---(-Beevers-,--1-968; Pri-sLo et-ai-,-5-1-975) ou usa 

f.7s para a sintese de proteinas enzimgticas nos cotiledones 

(7cung &  Varner,  1959;  Young  et  al.,  1960). 

A mobilização de cidos nucleicos foi estudada em 

 sesquipedalis (Oota et  al.,  1953),Viqna arvense(Barker 

Hollinshead, 1967), arroz (Palmiano & Juliano,1972)e Vigna  

sinensis (Vieira, 1975). Os resultados mostram que nosCrggos 

reserva o  contend°  de cido ribonncleico  (RNA)  decresce, 

enquanto a atividade ribonucleasica se torna crescente duran 

te a germinaggC. Os nucleotideos produzidos pela aggodaRNase 

Dodem ser utilizados na síntese de outros tipos de RNAs,  tan  

to nos o~~ rga• os de reserva como no eixo embrionario, ou podem 
-  

ser usados para outras atividades metabolicas. 

- 
Metabolismo e atividade enzimatica sob condig6es salinas  

4 Vgrios estudos sobre o metabolismo proteico em con-

d1g6es salinas tem registro na literatura. Embora os resulta 

dos apresentados demonstrem claramente que os sais alteram o 

metabolismo, ainda no foi possIvel explicar como isto ocor-

re. Strogonov (1964) mostrou que o equilíbrio existente en-

tre as proteínas e os aminogcidos livres e alterado pela sa-

linidade.  Kahane  & Poljakoff-Mayber (1968) estudaram a absor 

ggo e incorporaggo em proteínas de aminogcidos radioativos,  

am  extremidade de raízes de ervilha sob condig6es salinas.Co 

mo resultado, foi mostrado que a salinidade reduz no 56 a 

capacidade destes tecidos de absorverem aminogoidos,como  tam  



_ a capacidade para incorporar amino i acdos nas proteínas. 

esultados semelhantes foram encontrados por Prisco  &O'Leary  

170b) em eixos embrionSrios de Phaseolus vulgaris, usando 

solugOes de NaC1 ou Carbowax. Estes autores acham que a mi-

iço da capacidade de síntese proteica, devida ao  "stress"  

salino e hidrico, estg correlacionada com o processo de ab-

szrçao de ggua. Prisco (1971) acha que a inibição do cresci-

mento do eixo embriongrio de Phaseolus vulgaris e o resulta-

ao  so  de diferença S quantitativas em proteínas, mas  tam-

em de diferenças qualitativas nas proteínas dos eixos embri 

znarios, em cada situação. 

Algumas rotas metabolicas foram analisadas com res-

teito as suas alterag6es com a salinidade. Porath& Poljakoff 

!-!ayber (1964) estudaram os efeitos do NaC1 e do Na2SO4 sobre 

a respiração dos tecidos de extremidades de raizes de ervi-

lha. Usando glicose marcada nos carbonos de ndmeros 1 ou 6, 

elas encontraram que a salinidade diminui o consumo de glico 

se exOgena, alem de reduzir a relação entre os carbonos mar-

cados (C6/C1), que  so  liberados para o meio sob a forma de 

:h1 02. Foi tambem encontrado que a enzima glicose-6-fosfato-

fesidrogenase tem sua atividade  in  vivo estimulada pelo sal, 

enquanto que a enzima mglico-desidrogenase ao contrgrio i-

nibida. Estava por conseguinte claro que a salinidade inibe 

c ciclo de  Krebs  e estimula a degradação da glicose atraves 

da via pentose-fosfato. Outras enzimas glicoliticas foram es 

tudadas, e, com exceção da glicose-fosfato-isomerase, todas 

as outras tem suas atividades  in  vivo inibidas pelo sal(Pcrath 

& Poljakoff-Mayber, 1968). No caso da glicose-fosfato-isome- 

rase, a salinidade devida ao sulfato no causa qualquer efei 

to na atividade dessa enzima, enquanto que a salinidade devi 

da ao cloreto provoca um aumento em atividade de cerca de 10 

vezes./Resultados diferentes daqueles encontrados por Porath 

& Poljakoff-Mayber (1964 e 1968), foram obtidos por Weimberg 

(1970), ao estudar as atividades de 18 enzimas em plantulas 



de ervilha cultivadas em meio fortemente salino. Embora o de 

senvolvimento das plantulas tenha sido prejudicado pela pre-

sença dos sais utilizados no meio de crescimento(NaC1,Na2SO4, 

IT1 ou K2SO4), as atividades especificas das enzimas testa-

das não foram modificadas. 

Vgrios autores estudaram os efeitos dos sais na ati 

vidade  in vitro  de diversas enzimas (Weimberg,l9-67; Greenway-

& Osmond, 1972; Osmond & Greenway, 1972;  Flowers,  1972a e 

1972b;Boucaud,1972;Kalirg( Poljakoff-Mayber,1975; Austenfeld, 

1.76).-Reuentemente, esta linha de pesquisas vem sendo 

testante explorada e alguns-parâmetros fisiolOgicos, que são 

modificados pela presenga do sal no meio de crescimento da 

planta, foram esclarecidos com base nestes estudos.Iniciando-

tais estudos,  Evans  & $orger (1966) observaram que  ions  mono 

valentes afetavam as atividades de diversas enzimas.Weimberg 

(1967) propOs uma explicação para o fenOmeno do ajustamento 

psmotico das plantas crescendo em meio salino atraves dos e-

feitos do NaC1 na atividade da enzima mglieo-desidrogenase 

extraida de sementes de ervilha. Ele observou que a ativida-

de desta enzima, na conversão do ácido oxaloacetico a acido 

mglico, aumentava a medida que a concentração de sal crescia  

at  0,02 M. Todavia, para valores superiores a este, a enzi-

ma tinha sua atividade diminuida. Admitindo que o comporta-

mento  in  vivo desta enzima seja o mesmo que o encontrado  in 

vitro,  ele sugeriu que o sal, ao inibir a mglico-desidrogena 

se, faz com que o cido oxaloacetico, formado pela fixação 

do CO2, se acumule.Este acumulo em acido oxaloacetico, possi 

velmente,causaria um bloqueio no ciclo dos cidos tricarboxi 

licos, pois a enzima succinato desidrogenase e inibida por 

tal composto. Como consequencia disso, haveria um acumulo de 

gcidos orgânicos nos tecidos. Outra possibilidade seriaa pos 

tenor transformação do oxaloacetato em aspartatoio que  con  
cordaria com as observag6es experimentais feitas por  Webb 
Burley  (1965), de que as hal6fitas obrigatOrias produzem com 
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terativamente mais aminogcidos do que as no obrigatOrias. 

Ale-= disso, eles demonstraram que Spartina alterniflora, uma 

facultativa, produzia mais aminogcidos quando era 

:—Ltivada sob condig6es de salinidade. 

NI  Contudo, nem sempre os resultados encontrados  in  vi-

concordam com as observag6es feitas  in  vivo. Um exemplo  

:fist°  foi apresentado por Greenway & Osmond (1972), ao-estu-

e.tarem os efeitos  in vitro  do. NaC1 nas atividades das enzimas 

nglico-desidrogenase, aspartato-transaminase, glicose-6-fos-

fato-desidrogenase e isocitrato-desidrogenase, extraidas de 

rlicOfitas (Phaseolus vulgaris) e de hal6fitas ( Atriplex 

stongiosa e Salicornia australis). Eles encontraram que bai-

xes concentrag6es de sal,  in vitro,  usualmente estimulavam a 

atividade enzimgtica,,  enquanto que altas concentrag6esidnham 

efeitos inibitorios. Tanto as enzimas extraidas de glic6fi-

tas como aquelas extraidas de hal6fitas mostraram igual gen-

sitilidade ao NaCl. Todavia, quando as plantas  so  cultiva-

das em meio salino e as atividades das enzimas  so  estudadas, 

nic hg modificag6es em suas atividades especificas, C-GMO ve-

mos,_estes resultados -sio concordantes com aqueles encontra-

des  por Weimberg (1967 e 1970), porem diferem _dos oblidos por 

Pcrath- &-Poljakoff-Mayber (1964 e 1968). Resultados gurpreen 

dentes  so  encontrados quando se tenta correlacionar a sensi 

-zilidade ao sal;  in vitro,  entre enzimas extraidas de espe-

oies_diferindo em tolergncia ao sal. Por exemplo, 'Osmond & 

Greenway (1972) encontraram que a enzima fosfoenolpiruvato-

:arboxilase, obtida de Atriplex spongiosa, uma esp.e.cie resis 

tente a sal, era mais sensivel aos efeitos do sal,  in vitro,  

,-!c que a mesma enzima extraida de Zea  mays,  uma das especies 

is sensíveis Isalinidade./ 

Existem poucos registros na literatura sobre o meta 

7:olismo dos cidos nucleicos em condig6es salinas./Rauser &  

Hanson  (1966) mostraram que em extremidades de raízes de  so-

'a, a salinidade causava uma inibição na síntese de  DNA  e de 
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7rcteina, alem de retardar a síntese de RNA./Variag6es no me 

.7atclismo dos cidos nucleicos provocadas pela salinidade fo 

rar.  encontradas em ervilha, repolho e beterraba (Kabarrov & 

L.ziyashvili, 1967). Recentemente, Vieira (1975) demonstrou 

que em cotiledones de sementes de Vigna sinensis, germinadas 

e= condig6es salinas, havia uma menor degradação do  DNA  e do 

FNA quando comparada com aquela observada em cotiledones de 

sementes germinadas em condig6es normais. Alem disso, foi de 

mcnstrado que a salinidade diminuia a atividade ribonucleg-

sica. 

:tietivos do presente trabalho  

De acordO como que foi exposto,podemos inferir que 

=a possibilidade para a inibição da germinação pela salini-

dade seria atraves de seus efeitos na mobilização das reser-

vas da semente. Portanto, nada mais 16g1co do que se estudar 

os efeitos da salinidade nas atividades das enzimas envolvi- 

as na mobilização dessas reservas. Utilizando cotiledones 

c*Io feijão de corda pitiuba (Vigna sinensis (L) Savi), estuda 

=os os efeitos do NaCl  in  vivo e  in vitro  sobre algumas das 

enzimas envolvidas na mobilização e utilização do  nitrogen=  

RNase, por ser a enzima responsavel pela mobilização do  RNA  

(Vieira, 1975);  protease  6,0 (caseinase) e LPase(peptidase), 

cor serem enzimas envolvidas na mobilização das reservas  pro  

teicas (Beevers & Splittstoesser, 1968;Chrispeels & Boulter, 

1975; Prisco et  al.,  1975; Uchoa, 1976). 



MATERIAL E MÉTODOS 

entes e condicaes de germinação   

No presente estudo foram utilizadas sementes do fei  

-ãc  de corda pitil.lba (Vigna sinensis (L) Savi),safra de 1974, 

Proveniente da Fazenda Experimental do Vale do Curu, Pente-

Poste, Cear, pertencente ao Centro de Ciencias Agrgrias da 

-_-niversidade Federal do Cearg.Aposuna rapida limpeza,as  semen  

tes foram acondicionadas em frascos de vidro ,contendo  silica  

e armazenadas a uma temperatura de aproximadamente 10°C. 

As sementes foram selecionadas para germinação de 

acordo com a cor, o tamanho e a conformação, sendo excluidas 

sementes pequenas; esciIras e mal conformadas. Depois de sele 

cionadas, tratou-se as sementes por 10 minutos com uma solu-

ção de hipoclorito de scidio, contendo 5,2% de cloro ativo 

(Brilux,  Raymund°  da Ponte Indistria S/A, Olinda, Pernambu-

co), sendo excluidas as que flutuaram na referida solução, 

bem como aquelas que se apresentaram "queimadas" apos esse 

tratamento. Em seguida, as sementes foram lavadas com bastan 

te agua destilada e semeadas entre 2 folhas de papel de fil-

tro de 30 cm x 30 cm (papel Mata Borrão Filtro, 80 g/m2, Com 

Danhia Fabricadora de Papel,  Sao  Paulo, SP), devidamente es-

terilizadas por autoclavagem a 121°C durante 20 minutos e u-

medecidas com ggua destilada ou com uma solução de NaC1 0,1 

M. Uma iinica fileira de 10 sementes foi semeada a aproximada 

mente 2,5 cm da borda superior do papel. Apos a semeadura, 

cinco conjuntos de folhas de papel de filtro, contendo 10 se 

mentes cada, foram enroladas e dispostas verticalmente den-

tro de depositos de plastico. Em cada um desses depOsitos a-

dicionou-se 20 ml da mesma solução usada para umedecer o pa-

pel. Os depOsitos plgsticos, contendo as sementes, foram  en- 

11 
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to colocados dentro de cubas de vidro e estas mantidas na 

obscuridade. A temperatura e a umidade relativa registradas 

no interior das cubas, durante o período experimental, foram 
4- 

25 - 1,5
oC e 100%, respectivamente. 

Medidas do crescimento  

As medidas do crescimento foram baseadas nas deter-

minag6es do peso fresco e do peso seco de cotiledones e ei-

xos embriongrios. Para tais determinag6es colheu-se plantu-

las nos dias 0, 1, 3,5 e7, apOs a semeadura em egua destila-

da ou em NaC1 0,1 M. Foram feitas 3 repetig6es, cada uma en-

volvendo a pesagem de 10 cotiledones ou 20 eixos embriongri-

os. Depois das determinag6es de peso fresco, colocou-se os 

cotiledones ou eixos embriongrios em frascos de vidro,deixan 

do-os na estufaa100oC por 24 horas, quando então foram deter 

minados seus pesos secos. 

Atividade enzimgtica  

Foram estudadas as atividades de tres enzimas hidra 

liticas obtidas de extratos de cotiledones. Determinou-se a 

atividade proteolitica pela capacidade de promover a h1dr611 

se da caserna e a enzima responsgvel por esta atividade foi 

denominada de  protease  6,0; a atividade peptidgsica foi de-

terminada pela capacidade de promover a hidrOlise da L-leu-

cina-p-nitroanilida (LPA) e a enzima responsgvel por esta a-

tividade foi denominada de LPase; finalmente,determinou-se a 

atividade ribonuclegsica pela capacidade de promover a hidr6 

use do cido ribonucleico  (RNA)  e a enzima responsgvel por 

esta .atividade foi denominada de RNase. A preparação dos ex-

tratos usados nas determinag6es das atividades enzimgticas 
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Foi estudado o efeito do NaC1 na atividade enzimgti 

ca  in  vivo e  in vitro.  Nos experimentos  in  vivo determinou-

se a atividade enzimgtica ao longo da germinacão,em extratos 

de cotiledones provenientes de sementes semeadas em agua  des  

tilada ou em NaC1 0,1 M. Nos experimentos  in vitro,  a ativi-

dade enzimgtica foi estudada em extratos de cotiledones pro-

venientes de sementes quiescentes ou semeadas em ggua desti-

lada, e foi determinada em função das quantidades crescentes 

de NaC1 no meio de ensaio. 

Para a determinação da concentração de protelna,uti 

lizou-se o metodo do microbiureto descrito por Goa(1953), u-

sando-se como padrão a albumina serica bovina, cristalizada 

e liofilizada (Sigma Chemical Company, St. Louis,MO.,U.S.A).  

Atividade proteolltica 

A extração de enzimas proteollticas foi feita pela 

homogeneização de 10 cotiledones com tampão fosfato  pH  7,6, 

I = 0,05 na proporção de 1:10 (p:v). Centrifugou-se o  homage  

nato a 8.000 x g por 20 minutos, sendo o precipitado despre-

zado. A reação enzimgtica foi feita segundo Ainouz et  al.  

(1972) e se processou pela adição de 1,0 ml do extrato, con-

venientemente diluido, a 5,0 ml de caseina(segundo Harmmmarsimn, 

E.  Merck, Darmstadt)  a 1% em tampão fosfato  pH  6,0, 1=0,05, 

sem NaC1 quando do estudo  in  vivo e com concentragaes cres-

centes de NaC1 nos experimentos  in  vitro.A temperatura de  in  

cubação foi 50°C e o tempo de reação foi de 60 minutos.A rea 

gão foi cessada pela adição de 1,0 ml de acido tricloro  ace-

tico (TCA) a 40%. Em seguida, deixou-se a mistura em repouso 

por 30 minutos,a qual foi filtrada em papel de filtro Whatman 

42. A prova em branco do ensaio foi obtida pela adição do 

substrato ao extrato apOs ter sido adicionado TCA 40%. Deter 

minou-se a atividade proteolltica em 1,0 ml do filtrado do 



74  

ensaio, apOs a reação com o reagente de Folin  (Lowry  et  al.,  

1951) e medição da absorbãncia em 750 nm (A750) num espectro 

fotOmetro  Beckmann DU.  Dos valores de absorbancia das amos-

tras subtraiu-se os valores das provas em branco. Essas dife 

rengas de absorbancia foram multiplicadas  'Delos  fatores de 

diluigão e pelos volumes dos extratos, sendo este produto  di  

vidido pelo numero de cotilgdones utilizadosra preparação do 

extrato. Portanto, a atividade proteolitica total foi expres 

sa em GA750 por cotilgdone. A atividade especifica foi deter 

minada dividindo-se a atividade total por cotiledonepela  con  
, 

centragão de proteína por cotiledone. 

Nos experimentos  in vitro  e naqueles referentes ao 

estabelecimento das condigOes Otimas de ensaio para a protea 

se 6,0, utilizou-se extratos de sementes quiescentes. 

Atividade peptida.sica 

0 extrato contendo a enzima LPase foi preparado de 

maneira semelhante aquela descrita para a atividade proteoli 

tica, sendo que, neste caso, utilizou-se como meio de extra-

go  o tampão fosfato  pH  7,6, I = 0,05 com NaC1 0,1 M. A  ',ea-

*  enzimaica foi feita segundo  Erlanger  et  al.  (1961) e se 

processou pela adição de 130 ml do extrato, convenientemente 

diluido, a 4,0 ml do substrato sintgtico L-leucina-p-nitroa-
nilida (LPA) (Sigma  Chemical Company,  St .Louis, MO., U.S.A.) 
na concentração de 4 x 10-4  M, em tampão fosfato  pH  7,0,1=0,05 
com NaC1 0,4 M. Nos experimentos  in vitro  as concentrag6es 

de NaC1 no tampão do ensaio foram crescentes. A temperatura 

de incubação foi de 40°C e o tempo de reação foi de 10 minu-

tos. A reação foi parada pela adição de 1,0 ml de .eido  ace-

tico glacial a 30%. ApOs 10 minutos de repouso as medidas de 

atividade peptidgsica foram feitas pelas leituras de absor-

bancia em 410 nm (A410) em espectrofotOmetro  Beckmann  DU.0b-
teve-se a prova em branco da reação pela adição de  substrata  
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ao extrato, apos ter sido adicionado aciao  acetic()  glacial a 

30%. Dos valores de absorbancia das amostras subtraiu-se os 

valores referentes as provas em branco. Essas diferenças em 

absorbãncia foram multiplicadas pelos fatores de diluição e 

pelos volumes dos extratos, sendo este produto dividido pelo  

flamer()  de cotiljdones utilizados na preparação do extrato. A 

atividade peptidgsica total foi expressa em unidades de ati-

vidade (UA) por cotiledone, sendo uma UA correspondenteauma 

LA410 
de 0,500. A atividade especifica foi determinada divi-

dindo-se a atividade total por cotiledone pela concentração 

de proteína por cotiledone. 

Nos experimentos  in vitro  e naqueles referentes ao 

estabelecimento das condig6es Otimas de ensaio para a LPase, 

foram utilizados extratos de sementes quiescentes. 

Atividade ribonucleãsica 

0 extrato contendo a enzima RNase foi preparado de 

maneira semelhante aquela descrita por Vieira (1975). Homoge 

neizou-se 15 cotiledones, com tampão fosfato 0,1 M,  pH  5,7, 

numa proporção de 1:10 (p:v). Centrifugou-se o homogenato a 

3.000 x g por 10 minutos, tendo-se desprezado o precipitado. 

O sobrenadante foi ajustado a  pH  5,1 por adição de HC1 0,5N, 

seguindo-se um repouso em refrigerador por aproximadamente 

16 horas e posterior centrifugação a 3.000 x g por 10 minu-

tos. A reação enzimatica foi feita segundo Tuve & Anfinsen 

(1960) e se processou pela adição de 0,2 ml do extrato a 1,7 

ml de tampão citrato 0,05 M,  pH  5,2 e 0,6 ml de RNA(NBCo, pu 

rificado de acordo com Vieira, 1975) a 0,5%.A temperatura de 

incubação foi de 40°C e o tempo de reação foi de 20 minutos. 

A reação foi parada com 0,5 ml de acetato de uranila 0,75% 

em HC104  a 25%. A mistura final, al:Zs um repouso de 10 minu-

tos, foi filtrada em papel de filtro Whatman 42. A prova em 

branco da reação obteve-se pela adição de substrato ao extra 
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to, apos ter sido adicionado o acetato de uranila 0,75% em 

HC104  a 25% ao extrato. Determinou-se a atividade ribonucleg 

skapelas leituras de absorbgncia em 260 nm (A260),num espec 

trofotometro  Beckmann DU,  em amostras contendo 0,2 ml do fil 

trado do ensaio com 4,8 ml de ggua destilada. Dos valores de 

absorbancia das amostras foram subtraidos os valores das  pro 

vas  em branco. Multiplicou-se essas diferenças de absorbgn-

cia pelos fatores de diluição e pelos volumes dos extratos, 

sendo este produto dividido pelo numero de cotiledones utili 

zados na preparação do extrato. A atividade ribonucleasica 

total foi expressa em unidades de atividade (UA) por cotile-

done, sendo uma UA correspondente a uma LA260  de 0,01. Deter 

minou-se a atividade especifica dividindo-se a atividade to-

tal por cotiledone pela concentração de proteína por cotile-

done. 

Nos experimentos  in vitro  e naqueles referentes ao 

estabelecimento das condig6es 6-Limas de ensaio ,para a RNase, 

foram utilizados extratos de cotiledones provenientes de  plan  

tulas com 5 dias de germinação em ggua destilada. 

Delineamento experimental e anglise estatistica  

A analise estatística dos resultados dos experimen-

tos  in  vivo foi feita partindo-se de um delineamento hiergr-

quico com dois fatores. 0 primeiro fator possuia dois níveis 

(controle e sal) e o segundo correspondia aos dias apos a se 

meadura das sementes, que variaram conforme o experimento.Es 

tudou-se as varigveis: peso seco dos cotiledones e eixos em-

briongrios, peso fresco dos cotiledones e eixos embriongri-

os, atividade proteolitica total e especifica,atividade pep-

tidgsica total e especifica e atividade ribonuclegsica to-

tal e especifica. Usando-se o delineamento acima, determinou 

se as diferenças estatisticas entre o controle e o sal pelo 
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teste F, a partir da angiise de varincia (Snedecor, 1956). 

Os resultados dos experimentos  in vitro  foram anali 

sados com base em um delineamento inteiramente ao acaso,onde 

os tratamentos referiam-se gs concentrag6es de sal. As varia 

veis estudadas foram: atividade proteolitica total e especl-

fica, atividade peptidgsica total e especificaeatividade ri 

bonuclegsica total e especificF. Com  o objetivo de se compa-

rar o valor de cada varigvel quando em ausgncia de sal com os 

outros valores nos diversos tratamentos, foi usado o teste 

de  Williams  (1971). 

O sumario das analises estatísticas se encontra nas 

Tabelas IX, X e XI do anexo. 



RESULTADOS 

Crescimento das plantulas  

0 crescimento das plantulas foi expresso em função 

dos pesos fresco e seco dos cotiledones e eixos embrionários 

(Tabelas I e II Figuras 1 e 2). 

0 peso fresco dos cotiledones retirados de plantu-

las provenientes de sementes semeadas em agua destilada  (con  

trole) aumentou durante os 3 primeiros dias apOs a semeadu-

ra, quando começou a decrescer, chegando, no 79 dia, a atin- 

gir o valor de 59,5% daquele apresentado no dia zero (Tabela 

I, Figura 1). Nos cotiledones oriundos de plantulas proveni-

entes de sementes semeadas em solução de NaC1, este valor  au  

mentou durante os 3 primeiros dias, permaneceu constante  at  

o 59 e decresceu ligeiramente no 79 dia. No Ultimo dia  apes  

a semeadura, o peso fresco dos cotiledones do tratamento  con  

trole foi 2,5 vezes menor do que o dos cotiledones retirados 

de plantulas originadas de sementes semeadas em solução de 

NaCl. 

Os pesos secos dos cotiledones retirados de plantu-

las provenientes dos dois tratamentos decresceram desdeo dia 

zero  at  o 79 dia apos a semeadura (Tabela II, Figura 2).Nos 

cotiledones oriundos de plantulas do tratamento controle, o 

peso seco, no Ultimo dia do experimento, atingiu um valor que 

representa 15% do apresentado no dia zero. Nesta ocasião, os 

valores de peso seco dos cotiledones retirados de plantulas 

provenientes de sementes semeadas em NaC1 foram 3,9 vezes 

maiores do que os apresentados por cotiledones oriundos de 

plantulas do tratamento controle. 

Os pesos fresco e seco dos eixos embriongrios das 

18 
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TABELA I. Peso fresco de cotiledones e eixos embriongrios  du  

rante a germinaggo de sementes de feijão de corda 

pitiba (Vigna sinensis (L) Savi) semeadas em ggua 

destilada (C) e em soluço de NaC1 0,1 M (S). 

Dias 
Peso fresco 

al:Zs 
(mg x parte da plantu1a-1) 

a Coti1edone(1)  
(1) 

Eixo embrionario 

semeadura 
C S c 

0 98,4 98,4 3,5 3,5 

1 159,7 141,7 7,9 6,1 

3 16$,0 , 157,7 178,7 44,8 

5 102,3 157,4 828,7 189,7 

7 58,6 ' 148,2 1.472,0 329,0 

(1) - Dois valores sublinhados no  sac)  estatisticamente dife 

rentes ao nível de 5%. 



- 
Peso seco (mg x parte da plgntula 1)  

Dias apes 

a  

semeadura  

Cotiledone(1)  

 

(1) Eixo embrionario 

   

C S c 
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TABELA II. Peso seco de cotilgdones e eixos embriongrios du-

rante a germinação de sementes de feijão de corda 

pititiba (Vigna sinensis (L) Savi)semeadas em ggua 

destilada (C) e em soluço de NaC1 031 M (S). 

0 88 34 88,4 34 34 

1 81,6 79,4 3,4 34 

3 71,3 -73,8 16,1 7,7 

5 32,3 65,3 55,7 19,6 

7 14,0 53,9 83,2 32,1 

(1) - Dois valores sublinhados no  so  estatisticamente dife 

rentes ao nivel de 5%. 



DIAS APÓS A SEMEADURA 

Figura I - Peso fresco de cotile-dones e eixos embriongrios  du  

rante a germinação de sementes de feijão de corda 

pitiba (Vigna sinensis (L) Savi )semeadas em ggua 

destilada (.—.)e em soluço de  Neel  0,114(o----o). 
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DIAS APÓS A SEMEADURA 

Figura 2 - Peso seco de cotil4dones e eixos embriongrios du-

rante a germinaggo de sementes de feijão de 

corda pitiba (ViRna sinens5s  (L) Savi) semeadas 

em agua destilada 61,---40 e em solução de NaC1 

0,1 M (o----o). 
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plantulas provenientes dos dais tratamentos permaneceram  cons  

tantes ate o 19 dia  apes  a semeadura e cresceram deste  at  o 

79 dia (Tabelas i.e II, Figuras 1 e 2). Todavia, desde o ini 

cio  at  o final do experimento, os valores obtidos para os 

eixos embrionarios das plantulas do tratamento controle fo-

ram sempre maiores do que os apresentados pelos eixos retira 

dos das plantulas do tratamento salino. No Ultimo dia do ex-

perimento, os valores de peso fresco (Tabela I, Figura 1)-  e 

de peso seco (Tabela II, Figura 2) dos eixos embriongrios  re  

tirados de plantulas provenientes do tratamento controle fo-

ram, respectivamente, 4,5 e 2,6 vezes maiores do que os obti 

dos para eixos oriundos de plantulas provenientes de semen-

tes semeadas em NaCl. 

Atividade proteolltica  

0 estudo da atividade proteolitica durante a germi-

nação foi precedido da determinação das condig6es Otimas de 

ensaio para a  protease  6,0, em extratos obtidos de cotiledo-

nes provenientes de sementes quiescentes. Na faixa de  pH  es-

tudada (6,0 a 7,6), a atividade proteolitica diminuiu a medi 
da que o  pH  aumentou, sendo escolhido como  pH  do ensaio o va 

br em que a atividade foi mais alta (Figura 3 (A)).Para que 

a reação enzimatica se processasse em excesso de substrato, 

determinou-se a relagão enzima-substrato. Da curva obtida fi 

cou estabelecida a relagão de 0,5 mg de casqlna para 1,0 ml 

do extrato, diluído 1:10 (v:v) com o tampão de extragão, sen 

do o volume final da reação 6,0 ml (Figura 3 (B)). A ativida 

de enzimatica aumentou em função das crescentes quantidades 

de extrato (enzima bruta) na mistura de reação, porem se hou 
-1 — ve linearidade  at  um valor de AA750 x h de aproximadamen- 

te 0,300 (Figura 3 (C)). Em vista disso, todas as medidas de 

atividade proteolitica foram feitas a partir de leituras de 
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0,2 
<1 

_./._.„. 1 I 1 1 
0 
_____L_L___1___ 1_1_ 0  

7 8 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 

Coseino (mg) . Volume do extrotp (ml) 

Figura 3 - Características da  protease  6,0 extraída de cotile'dones provenientes de se 

mentes quiescentes de feijao de corda pititlba (Vigna sinensis (L)Savi).(A): 

Curva de  DH  tara o ensaio de atividade proteoirtica, usando-se caserna  co.  

mo substrato. (B)': Curva de atiVidade protecTítica eM função de quantida-

des crescentes de substrato (caselna), sendo 0  pH  da mistura de reagão 

(C): Curva de atividade proteolítica em função de quantidades crescentes 

de extrato (enzima bruta). o extrato original em (A) e em (B) fdi diluído 

com o tampão de extragão na proporgão de 1:10 (v:v) e em (C) esta diluigão 

foi de 1:5 (v:v), 

pH 
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absorbancia que resultassem em valores de AA750 x h
-1 meno- 

res -ou iguais a 0,300. 

Experimentos  in vivo  

Nos experimentos _in vivo, encontrou-se que a ativi-

dade proteolitica total (Tabela  III,  Figura 4) nos cotilgdo-

nes provenientes de sementes de feijão de corda que haviam 

sido semeadas em agua (controle) cresceu ligeiramente  at  o 

39 dia apOs a semeadura, quando começou a decrescer, atingin 

do, no final do experimento, um valor de 79,0% daquele apre-

sentado no dia zero. Para as sementes que haviam sido semea-

das em solução de NaCl (tratamento salino), a atividade pro-

teolitica total nos cotilgdones, durante os 3 primeiros dias 

apOs a semeadura, no diferiu daquela encontrada nos cotilg-

dones retirados de plantulas provenientes do tratamento con-

trole. No 79 dia apOs a semeadura seu valor foi o mesmo en-

contrado para o dia zero (Tabela  III,  Figura 4). A atividade 

especifica (Tabela  III,  Figura 5), nos cotilJdones provenien 

tes do tratamento controle, cresceu do inicio  at  o final do 

experimento, quando atingiu um valor 2,9 vezes maior do que 

o apresentado no dia zero. Nos cotiledones oriundos do trata 

mento salino a atividade especifica tambem cresceu do inicio  

at  o final do experimento, porem, o seu valor,no Ultimo dia 

de germinação, foi apenas 1,71 vezes maior do que aquele en-

contrado para o dia zero. Do 39 ao Ultimo dia do período es-

tudado, a atividade especifica nos cotil'edones retirados de 

plantulas provenientes do tratamento controle foi sempre su-

perior aquela obtida em cotiledones oriundos de plant1.0as  pro  

venientes de sementes que haviam sido semeadas em solugao de 

NaC1 (Tabela  III,  Figura 5). 

Dos extratos utilizados para os ensaios de ativida-

de proteolitica foram retiradas amostras e feitas deterMina-

ç6es de proteina (Figura 6). A concentração de proteína nos 
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TABELA  III.  Atividade proteolitica de extratos de cotiledones 

provenientes de sementes de feijão de corda piti 

ba (Vigna sinensis (L) Savi) semeadas em ggua 

destilada (C) e em solução de NaC1 0,1 M (S). 

Dias apOs Atividade total
(1) Atividade especifica(1)  

a  
(A750  x cot x h ) (tA

750 
 x h x mg prot ) 

semeadura 
C 

o 3,09 3,09 0,150 0,150 

1 3,58. -3,59 0,162 0,172 

3 3,61 3,57 0,240 0,196 

5 3,11 3,03 0,391 0,185 

7 2,44 3,16 0,434 0,256 

(1) - Dois valores sublinhados no  so  estatisticamente dife 

rentes ao nível de 5%. 

Os valores acima  so  medias de 3 repetiç6es, tendo si-

do efetuadas 3 leituras de AA750  para cada repetição. 
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DIAS APÓS A SEMEADURA 

Figura ,4 Atividade proteolltica total de extratos de coti- 

14dones provenientes de sementes de feijão de 

corda pitiaa (Vigna sinensis (L) Savi) semeadas 

em aaua destilada (o-----o) e em soluço de NaC1 

•0,1 H(o----o). 
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DIAS AP6S A SEMEADURA 

Figura 5 - Atividade proteolaica espeeffica de extratos de 

cotil-e'dones provenientes de sementes de feijão de 

corda pitiaa (Vigna sinensis  (L) Savi) semea 

das em ggua destilada (4,----.•) e em solução de NaC1 

0,1 M (o----o). 
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DIAS APÓS A SEMEADURA 

Figura 6 - Concentração de proteína em extratos de cotile'do-

nes provenientes de sementes de feijão de corda 

Ditiaba (Vigna sinensis (L) Savi) semeadas em a-

gua destilada (41-4) e em solução de NaC1 

0,1 M 



extratos de cotiledones oriundos de plãntulas provenientes do 

tratamento controle aumentou no 19 dia  apes  a semeadura, co-

meçando então a decrescer, chegando, no 79 dia, a atingir o 

valor de 27,4% daquele apresentado no dia zero. Nos extratos 

de cotiledones provenientes do tratamento salino este valor 

permaneceu constante  at  o 19 dia  apes  a semeadura,quando  co  

megou a decrescer, chegando, no final do experimento, a atin 

gir o valor de 63,2% daquele apresentado no dia zero (Figu-

ra 6). Alem disso, do 39 ao 79 dia apos a semeadura, os valo 

res de concentração de proteína nos extratos de cotiledones 

provenientes do tratamento salino foram sempre maiores do que 

os encontrados para os provenientes do tratamento controle. 

Experimentos  in vitro  

Nos experimentos  in vitro  a atividade proteolitica 

total e especifica foi determinada em função de concentragaes 

crescentes de NaC1 na mistura de reação (Tabela IV,Figura7). 

Esta atividade diminuiu medida que a concentração de NaC1 

na mistura de reação aumentou (Figura 7). Tal diminuição de 

atividade foi estatisticamente significativa quando a concen 

tração de NaCl na mistura de reação era igual ou maior do que 

0,1 M. 

Como tais resultados poderiam ser devidos a efeitos 

do NaC1 sobre os produtos de hidrOlise, resultantes da ação 

da  protease  6,0 e não sobre a reação enzimgtica propriamente 

dita, foi feito um experimento para esclarecer este fato. Is 

to foi testado pela adição de concentrag6es crescentesdeNaa 

ao filtrado do ensaio, antes de se processar a reação com o 

reagente de Folin. Os valores de A750  apresentados na Figu-

ra 8 demonstram que este sal no tem efeito sobre os produ-

tos de hidr61ise, resultantes da ação da  protease  6,0. 

Poderia tambem ser interpretado que a inibição apre 

sentada na Tabela IV e Figura 7 era devida a impurezas (me- 
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TABELA IV. Atividade proteolitica de extratos de cotiledones 

provenientes de sementes de feijão de corda pitia 

ba (Vigna sinensis (L) Savi) em função de quanti-

dades crescentes de NaC1 na mistura de reação. 

Concentração de 

NaC1 na mistura 

de reação (M) 

Atividade total 

(% do controle) 

Atividade especifica 

(% do controle) 

0,00 100,0 100,0 

0,02 94,0 94,0 

0,10 - 62,5* 66,7* 

0,18 52,4* 52,1* 

0,68 30,2* 30,8* 

1,35 18,1* 17,9* 

(*) - Valores estatisticamente diferentes (ao nlvel de 5%) 

quando comparados com o controle (NaC1 0,00 M) dentro 

de uma mesma coluna. 

Os valores acima são m4dias de 3 repetigOes, tendo si-

do efetuadas 3 leituras de AA750 
para cada repetição. 
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Figura 7 - Atividade proteolltica especIfica deextratosde  co  

til'edones provenientes de sementes quiescentes de 

feio de corda pitiaa (Vigna sinensis (L) Savi) 

em função de concentrag6es crescentes de NaC1 na 

mistura de reagão. 
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Figura 9 - Efeito da presença de EDTA na mistura dereagao  so  
bre a atividade proteolltica especIfica de extra-

tos de cotiledones provenientes de sementes  vies  
centes de feijão de corda pitiiba (Vigna sinensis  

(L) Savi). 
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Figura 10 - Leituras em 750 nm dos produtos da reação com o 

reagente de Folin em ausencia (*---41) e presença 

de EDTA 8,3 x 10-3  M (o----0).. 
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tais pesados) existentes na mistura de reação e não ao NaC1 

propriamente dito. Isto tambem foi testado,usando-se EDTA  co  

mo agente quelante. A Figura 9 demonstra que a inibição foi 

realmente devida ao NaCl. Alem disso,o EDTA causa também uma 

inibição aparente na atividade especifica (Figura 9), que em 

grande parte e devida a seus efeitos sobre a reação de Folin 

(Figura 10). 

Atividade peptidgsica  

0 estudo da atividade peptidgsica durante a germina 

gão foi precedido da determinação das condiç6es Otimas de  en  

saio para a LFase, em extratos obtidos de cotiledones prove-

nientes de sementes quiescentes. A atividade peptidgsica a-

presentou-se mgxima na faixa de  pH  entre 6,6 e 7,0, sendo es 

colhido este Ultimo valor como o  pH  a ser utilizado para es-

sa reação (Figura 11 (A)). Para que a reação enzimgtica se 

processasse em excesso de substrato, determinou-se a relação 

enzima-substrato. Da curva obtida ficou estabelecida a rela-

gão de 0,4 mg de substrato (LPA) para 1,0 ml do extrato,  di-

ludo  1:15 (v:v) com o tampão de extração, sendo o volume fi 

nal da reação 5,0 ml (Figura 11 (B)). A atividade enzimgtica 

aumentou linearmente em função das crescentes quantidades de 

extrato (enzima bruta) na mistura de reação (Figura 11(C). 

Experimentos  in vivo 

Nos experimentos  in  vivo, encontrou-se que a ativi-

dade peptidesica total (Tabela V, Figura 12) nos cotiledones 

provenientes de sementes de feijão de corda semeadas em ggua 

(controle) cresceu  at  o 19 dia apOs a semeadura e decresceu 

deste dia  at  o final do período estudado, quando atingiu um 

valor de 23,1% daquele apresentado no dia zero.Para as  semen  
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centes de substrato (LPA), sendo o  pH  da mistura de reação 7,0. (C): Cur-

va de atividade peptidgsica em função de quantidades crescentes de extra-

to (enzima  brute).  0 extrato original em (A) e em (B) foi diluTdo com o 

tampão de extração na proporgão de 1:15 (v:v) e em (C) esta diluigão foi 
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de 1:10 (v:v). 
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tes que haviam sido semeadas em soluggo de NaC1 (tratamento 

salino), a atividade peptidasica total nos cotiledones cres-

ceu ligeiramente  at  o 39 dia al:Zs a semeadura, quando come-

çou a decrescer, atingindo 83,6% do valor inicial ao final 

do experimento (Tabela V, Figura 12). Nos dois primeiros dias 

apOs a semeadura, a atividade total nos cotiledones deriva-

dos de sementes do tratamento salino foi menor ou igual a a-

tividade apresentada por extratos provenientes de cotiledones 

derivados de sementes do tratamento controle. Todavia, do 39 

dia em diante esta atividade foi sempre maior no tratamento 

salino do que no tratamento controle (Tabela V, Figura 12). 

As atividades especificas (Tabela V, Figura 13), nos cotile-

dones provenientes de plantulas de ambos os tratamentos, fo-

ram estatisticamente iguais e suavemente crescentes  at  o 39 

dia apOs a semeadura. De'ste dia,  at  o final do  period()  estu 

dado, elas decresceram, sendo que a atividade especifica nos 

cotiledones retirados de plantulas do tratamento controle foi 

sempre estatisticamente inferior aquela obtida em cotiljdo-

nes provenientes de plantulas do tratamento salino(Tabela V, 

Figura 13). No 79 dia apOs a semeadura, a atividade especifi 

ca, nos cotiledones provenientes de plantulas do tratamento 

salino, atingiu um valor ligeiramente inferior aquele apre-

sentado no dia zero, enquanto que a atividade especifica,nos 

cotiledones provenientes de plantulas do tratamento contro-

le, atingiu um valor de 60,3% daquele apresentado no dia ze-

ro. 

Dos extratos utilizados para os ensaios de ativida-

de peptidasica foram retiradas amostras e feitas as determi-

nagaes de proteína. Tanto a concentração de proteína nos ex-

tratos de cotiledones oriundos de plantulas provenientes do 

tratamento controle, como aquela obtida de plantulas do tra-

tamento salino, tiveram comportamento semelhante aquele apre 

sentado quando do estudo com a  protease  6,0 (Figura 6). 
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TABELA V. Atividade peptidgsica de extratos de cotiledones 

provenientes de sementes de feijão de corda 

(Vigna sinensis (L) Savi) semeadas em ggua des-

tilada (C) e em solução de NaC1 0,1 M (S). 

Dias al:Zs  

a 

semeadura 

Atividade total(1) 

(UA x cot
-1 

x
-1
) 

Atividade especifica(1)  

(IJA x h
-1 x mg prot

-1) 

C S c 

0 97,08 97,08 5,27 5,27 

1 123,24 - 108,84 5,32 5,84 

2 109,32 106,44 5,53 5,53 

3 93,24 108,84 5,82 6,11 

4 68,04 98,16 4,55 5,17 

5 44,64 94,08 3,95 5,08 

7 22,44 81,12 3,18 4,99 

(1) - Dois valores sublinhados no  so  estatisticamente dife 

rentes ao nível de 5%. 

Os valores acima  so  medias de 3 repetig6es, tendo si-

do efetuadas 3 leituras de 
410 

para cada repetição. 
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DIAS APÓS A SEMEADURA 

Figura 12 - Atividade peptidgsica total de extratos de coti-

lgdones provenientes de sementes de feijão de cor 

da piti6ba (Vigna sinensis  (L) Savi) semeadas em 

ggua destilada (0----1,) e em solução de NaC1 

0,1 M (o----o). 
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DIAS APÓS A SEMEADURA 

Figura 13 - Atividade peptidgsica especifica de extratos de 

cotildones provenientes de sementes de feijão de 

corda pitillba (Vigna sinensis  (L) Savi)semeadas 

em ggua destilada (o -----o) e em solução de NaC1 

0,1 M (o----o). 
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Experimentos  in vitro  

Mos experimentos  in vitro,  a atividade peptidgsica 

total e especifica foi determinada em função de concentrag6es 

crescentes de NaC1 na mistura de reação (Tabela VI, Figura 

14). Esta atividade aumentou a medida que a concentração de 

NaC1 na mistura de reação tambem aumentou (Figura 14).Tal  au  

mento em atividade foi estatisticamente significativo quando 

a concentração de NaCl na mistura de reação era igual ou mai  

or  que 0,02 M. 

Como tais resultados poderiam ser devidos a efeitos 
• 

do NaC1 sobre os produtos de hidrolise, resultantes da ação 

da LPase, e não sobre a reação enzimitica propriamente dita, 

foi feito um experimentcLpara esclarecer este fato. Isto foi 

testado pela adição de concentrag&es crescentes de NaC1, ime 

diatamente ap5s o termino da reação enzimgtica.Os valores de 

A410 apresentados na Figura 15 demonstram que este sal não 

tem efeito sobre os produtos de hidrOlise, resultantes da a-

ção da LPase. 

Poderia tambem ser interpretado que o estimulo na a 

tividade apresentado na Tabela VI e Figura 14 era devido  aim  
purezas  (metals  pesados) existentes na mistura de reação e 

não ao NaC1 propriamente dito. Isto tambem foi testado, usan 

do-se EDTA como agente quelante. A figura 16 demonstra que o 

estimulo na atividade da LPase foi realmente devido ao NaCl. 

Alem disso, o EDTA não exerce nenhum efeito sobre a ativida-

de da LPase. 

Atividade ribonuclegsica  

0 estudo da atividade ribonuclegsica,da mesma manei 

ra que aquele feito com a  protease  6,0 e a LPase, foi prece-

dido da determinação das condig6es Otimas de ensaio. Para a 
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TABELA VI. Atividade peptidgsica de extratos de cotiledones 

provenientes de sementes de feijão de corda piti 

ba (Vigna sinensis (L) Savi) em função de quanti-

dades crescentes de NaC1 na mistura de reação. 

Concentração de 

NaC1 na mistura 

de reação (M) 

Atividade total 

(% do controle) 

Atividade especifica 

(% do controle) 

0,00 100,0 100,0 

0,02 114,3* 114,7* 

0,10 - 129,2*. 122,7* 

0,18 131,0* 130,9* 

0,34 135,9* 135,6* 

0,66 145,2* 145,3* 

(*) - Valores estatisticamente diferentes (ao nível de 5%) 

quando comparados com o controle (NaCl 0,00 M) dentro 

de uma mesma coluna. 

Os valores acima são medias de 3 repetigOes, tendo si-

do efetuadas 3 leituras de AA410  para cada repetição. 
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Figura 14 - Atividade peptida'sica especIfica de extratos de 

cotiledones provenientes de sementes quiescen-

tes de feijão de corda pititba (Vigna sinensis  

(L) Savi) em função de concentrag6es crescentes 

de NaCi na mistura de reação.' 
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Figura 15 - Efeito do NaC1 sobre os produtos de hidrcilise da 

LPase extraida de cotilgdones provenientes de se 

mentes quiescentes de feijão de corda pititiba 

(Vigna sinensis (L) Savi). 
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RNase, isto foi feito em extratos de cotiledones provenien-

tes de plantulas com 5 dias apos a semeadura em agua destila 

da. A atividade ribonuclegsica apresentou um 111d.X.11110 empH 5,2, 

indicando, portanto, ser este o  pH  Otimo para essa reagão(Fi 

gura 17 (A)). Para que a reação enzimgtica se processasse em 

excesso de substrato, determinou-se a relação enzima-substra 

to. Da curva obtida ficou estabelecida a relação de 3 mg de 

substrato  (RNA)  para 0,2 ml do extrato diluido 1:2 (v:v) com 

tampão citrato 0,05 M,  pH  5,2, sendo o volume final da rea-

ção 2,5 ml (Figura 17 (B)). A atividade enzimgtica aumentou 

linearmente em função das crescentes quantidades de extrato 

(enzima bruta) na mistura de reação (Figura 17 (C)). 

Experimentos  in vivo  

Nestes experimentos, encontrou-se que aatividade ri 

bonuclegsica total (Tabela VII, Figura 18) nos cotiledones 

provenientes de sementes de feijão de corda semeadas em água 

(controle) cresceu  at  o 59 dia apos a semeadura, permanecen 

do constante  at  o 79 dia, quando começou a decrescer, atin-

gindo no ltimo dia do  period°  estudado um valor 4,6 vezes 

maior do que aquele apresentado no dia zero. Nos cotiledones 

oriundos de plantulas do tratamento salino, a atividade ribo 

nuclegsica total cresceu  at  o 79 dia al:Zs a semeadura, de-

crescendo dal  at  o ltimo dia do periodo estudado, quando a 

cusou um valor 11,3 vezes maior do que aquele apresentado no 

dia zero (Tabela VII, Figura 18). A anglise estatistica mos-

trou que, entre o 39 e o 59 dia apos a semeadura,a atividade 

ribonuclegsica total nos cotiledones do tratamento controle 

foi sempre maior do que aquela do tratamento salino.Todavia, 

apos o 79 dia, aconteceu o inverso: a atividade ribonuclegsi 

ca total foi maior nos cotiledones provenientes do tratamen-

to salino (Tabela VII, Figura 18). As atividades ribonucleg-

sicas especificas, tanto em cotiledones derivados do trata- 
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original em (A), (B) e (C) foi diluTdo 1:2 (v:v) com tampão citrato 0,05M,  

pH  5,2. 
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mento controle como naqueles oriundos do tratamento salino, 

apresentaram-se crescentes  at  o 79 dia  apes  a semeadura(Ta-

bela VII, Figura 19). Deste dia  at  o final do período estu-

dado, a atividade especifica nos cotiledones provenientes do 

tratamento controle apresentou-se decrescente e, no 99 dia  

apes  a semeadura, atingiu um valor 12,7 vezes maior do que a 

quele apresentado no dia zero. Esta mesma atividade, nos co-

tiledones do tratamento salino, permaneceu praticamente  cons  

tante do 79 ao 99 dia  apes  a semeadura, quando atingiu um va 

br 18,1 vezes maior do  cue  aquele apresentado no dia zero. 

A analise estatística mostrou que a atividade especifica nos 

cotiledones oriundos do tratamento controle, do 39 ao 79 dia 

apos a semeadura, foi sempre superior aquela obtida em coti-

ledones derivados do tratamento salino (Tabela VII). Somente 

no 99 dia  apes  a sëmeadtra, a atividade especifica nos coti-

ledones do tratamento salino foi estatisticamente superior a 
quela obtida em cotiledones derivados do tratamento contro-

le. 

Dos extratos utilizados para os ensaios de ativida-

de ribonuclegsica foram retiradas amostras e feitas as deter 

minagOes de proteína. Igualmente aquele estudo feito com a 

LPase, as concentrag6es de proteinas, tanto nos extratos de 

cotiledones oriundos de plantulas do tratamento controle,  co  

mo aquela obtida de plintulas do tratamento salino, tiveram 

comportamento semelhante aquele apresentado quando do estudo 

com a  protease  6,0 (Figura 6). 

Experimentos  in vitro  

Seguindo a mesma sequencia de estudos feitos com a  

protease  6,0 e a LPase, determinou-se a atividade ribonucleg 

sica total e especifica em função de concentrag6es crescen-

tes de NaC1 na mistura de reação (Tabela VIII, Figura 20). 

Esta atividade decresceu a medida que a concentração de NaCl 
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TABELA VII. Atividade ribonucleãsica de extratos de cotilgdo 

nes provenientes de sementes de feijão de corda 

pitiba (Vigna sinensis (L) Savi) semeadas em g-

gua destilada (C) e em solução de NaC1 0,1 M (S). 

Dias al:Zs Atividade total(1) Atividade especifica(1)  

a -1  
(UA x cot x h -) (UA x h x mg prot )  

semeadura c S C 

0 1325 1325 160 160 

1 2505 2200 299 267 

3 8035 5620 1324 726 

5 11625 8550 2634 1447 

7 11730 16465 3115 2878 

9 6150 15035 2029 2896 

(1) - Dois valores sublinhados no são estatisticamente dife 

rentes ao nivel de 5%. 

Os valores acima são medias de 3 repetiçOes, tendo si-

do efetuadas 3 leituras de 
LA260 

para cada repetição. 

umriERsvolos rvriRAL DOCE 
516001E6A DE ClEiiCI;k5LIELNOLOGIA 

UFC
Caixa de texto
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APÓS A SEMEADURA 

Figura 18 - Atividade ribonuclecIsica total de extratos de  co  

tilgdones provenientes de sementes de feijio de 

corda pitiiba (Vigna sinensis (L)  Say!)  semeadas 

em água destilada (0---1,) e em soluço de NaC1 

0,1 M (0----o). 
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na mistura de reação aumentou (Figura 20). Tal decrescimo  am  

atividade foi estatisticamente significativo quando a concen 

tração de NaC1 na mistura de reação era igual ou superior a 

0,05 M. 

Como esses resultados poderiam ser devidos a efeitos 

do NaC1 sobre os produtos de hidrOlise, resultantes da ação 

da RNase, e não sobre a reação enzimgtica propriamente dita, 

foi feito um experimento, semelhante aqueles realizados para 

a  protease  6,0 e a LPase, com o fim de esclarecer o fato.Adi 

cionou-se NaCl logo  apes  o termino da reação enzimgtica e os 

valores de A260, apresentados na Figura 21,demonstram que es 

te sal não tem efeito sobre os produtos de hidraise resul-

tantes da ação da RNase. 

Poderia tambem ser interpretado que o decrescimo em 

atividade apresentado na Tabela VIII e Figura 20 era devido 

a impurezas (metais pesados) presentes na mistura de reação, 

e não ao NaC1 propriamente dito. Isto tambem foi testado, u-

sando-se EDTA como agente quelante. A Figura 22 demonstra que 

a diminuição na atividade da RNase foi realmente devida ao 

NaCl. Alem disso, o EDTA não exerce nenhum efeito sobre a a-

tividade da RNase. 
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TABELA VIII. Atividade ribonuclegsica de extratos de cotile-

dones provenientes de sementes de feijão de cor 

da pitiilba (Vigna sinensis (L) Savi) em função 

de quantidades crescentes de NaC1 na mistura de 

reação. 

Concentração de 

NaCl na mistura 

de reação (M) 

Atividade total Atividade especifica 

(% do controle) (% do controle) 

0,00 

0,05 

0,10 

0,50 

1,00  

100,0 

94,7* 

93,9* 

77,7* 

64,8* 

100,0 

95,2* 

92,9* 

76,2* 

64,3*  

Valores estatisticamente diferentes (ao nível de 5%) 

quando comparados com o controle (NaCl 0,00 M) dentro 

de uma mesma coluna. 

Os valores acima são medias de 3 repetiOes, tendo si-

do efetuadas 3 leituras de AA260 para cada repetição. 
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Figura 21 - Efeito do NaC1 sobre os produtos de hidraise da 

RNase extralda de coti14dones frovenientes de 

plantulas de feijgo de corda pitiiba (Vigna 

sinensis (L) Savi), com 5 dias ap6s a semeadura 

em ggua destilada. 
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Figura 22 - Efeito da presença de EDTA na mistura de reagao 

sobre a atividade ribonuclegsica especifica de 

extratos de cotil4dones provenientes de plantulas 

de feijão de corda pitiiba (Vigna sinensis (L) 

Savi), com 5 dias apos a semeadura em agua desti 

lada. 



DISCUSSÃO E CONCLUSCES 

0 processo germinativo tem inicio com a absorção de 

ggua pela semente. No presente estudo,utilizando sementes de 

feijão de corda pitillba (Vigna sinensis (L) Savi), foi veri-

ficada, inicialmente, a influencia do NaC1 neste processo a-

traves de seus efeitos no crescimento das plantulas. As medi 

das de peso fresco e seco de cotiledones e eixos embrionarks 

(Tabelas I e II e Figuras 1 e 2) indicam  cue  a presença do 

sal no meio de crescimento das plantulas faz com que elas ab 

sorvam menos agua. Isto foi evidenciado pelo fato do peso 

fresco dos cotiledones oriundos de plantulas semeadas em g-

gua destilada (controle), nos tres primeiros dias de germina 

ggo, ser sempre maior ou 1,gual ao dos cotiledones provenien-

tes de plantulas semeadas em NaC1 0,1 M (Tabela I,Figura 1). 

Alem disso, durante o período, os pesos secos destes Orgaos, 

nos dois tratamentos, foram iguais e decrescentes(Tabela II, 

Figura 2), confirmando, portanto, que o aumento observado em 

peso fresco dos cotiledones era devido a intensa absorção de 
agua pelas sementes no inicio do processo germinativo. Embo-

ra, do 39 dia de germinação em diante o inverso tenha ocorri 

do, ou seja, o peso fresco dos cotiledones provenientes de se 

mentes controle tenha sido inferior aquele dos cotiledones o 

riundos de sementes do tratamento salino, o que foi dito adi 

ma no fica invalidado porque, neste período, a perda de ma-

teria seca foi maior nos cotiledones do tratamento controle. 

Este fato e os dados de peso seco dos eixos embriongrios su-

gerem que o NaCl impede que as reservas cotiledongrias sejam 

mobilizadas e/ou transportadas (Prisco & Vieira, 1976) para 

esses orggos da plantula, afetando drasticamente o seu cres-

cimento. Resultados semelhantes foram obtidos por outros au-

tores quando estudaram os efeitos do NaC1 na germinaggo de 

58 
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sementes e no desenvolvimento das plântulas (Uhvits, 1946; 

Prisco &  O'Leary,  1970a; Vieira, 1975). 

As condic6es 6timas de ensaio encontradas paraa  pro 

tease  6,0 (Figura 3) coincidem com aquelas encontradas por 

Ainouz, et  al.  (1972) em feijão de corda serid(lignasinensis  

(L) Savi). A comparação entre as curvas de  pH  para esses cul 

tivares sugere uma semelhança entre os sistemas caseinoliti-

cos existentes em serid6 e pitiaa. 

0 comportamento da atividade proteolitica total nos 

cotiledones retirados de sementes semeadas em ggua destilada 

foi semelhante ao encontrado por outros autores  (Mayer  & 

Poljakoff-Mayber, 1963;  Wiley  &  Ashton,  1967; Prisco et  al.,  

1975; Prisco & Vieira, 1976). Esta atividade aumentou ligei-

ramente  at  o 39 dia de lerminagão, para, dai em diante, co-

meçar a decrescer (Tabela  III,  Figura 4). 0 fato da ativida-

de proteolitica ser alta no inicio do processo germinativo 

sugere uma importância dessas enzimas hidroliticas na degra- 
- 

dagão das proteínas de reserva, porem e dificil a compreen-

são de sua exata função na semente, pois no 79 dia apOs a se 

meadura seu valor ainda e relativamente alto, mesmo quando 

quase toda a reserva proteica dos cotiledones tem sido exau-

rida (Beevers & Splittstoesser, 1968). Todavia, tudo leva a 

crer que a ação inibitoria do NaC1 na mobilização das reser-

vas proteicas no se faz atraves de seus efeitos na  protease  

6,0 (caseinase), visto que os valores de atividade proteolI-

tica total, nos dois tratamentos, não diferiram durante os 3 

primeiros dias apOs a semeadura (Tabela  III,  Figura 4). Ape-

sar da atividade proteolitica especifica (Tabela  III,  Figu-

ra 5) no tratamento salino ter sido sempre menor ou igual a-
quela do tratamento controle, não invalida o que foi dito, 

pois tal diferença ocorreu porque a concentração de proteína 

nos cotiledones do tratamento salino, do 39 dia de germina-

go  em diante, foi sempre superior aquela encontrada para  co  
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tiledones do tratamento controle(Figura 6). 0 aumento na  pro  

terna cotiledong.ria, no 19 dia de germinação, foi tambem en-

contrado por outros autores (Ghetie,1966;Prisco et a1,1975). 

Isto parece ser devido ao aumento em extração das proteinas 

de reserva, como resultado do desprendimento dessasmoleculas 

de seus conjugados nativos (Ghetie, 1966). 

O NaC1 foi um forte inibidor da  protease  6,0,  in 

vitro,  apesar de praticamente não ter exercido efeito na ati 

vidade desta enzima, nos estudos feitos  in  vivo. Ao nivel de 

0,1 M de NaC1, que foi a concentração utilizada nos experi-

mentos  in  vivo, a inibição observada na atividade proteoliti 

ca total foi da ordem de 37,5%, e na atividade especificafoi 

de 33,3% (Tabela IV, Figura 7). Os resultados apresentados na 

Figura 8 demonstram que a inibição observada não foi motiva-

da por alteraç6es causadas pela presença de NaC1 no meio de 

reação, pois este sal não alterou as leituras de absorbãncia 

(A750). Alem disso, poderia pensar-se que a inibição observa 

da era devida a impurezas (metais pesados) contidas no NaC1 
usado. Isto foi testado utilizando-se o agente quelante EDTA 

(Figura 9), que alem de não ter sido capaz de evitar a inibi 

gão devida ao NaC1, provocou uma diminuição na atividade es-

pecifica. Embora esta diminuição em atividade possa a rigor 

ser interpretada como devida a retirada de  ions  da solução, 
que estariam funcionando como ativadores, parece que isto o-

correu, principalmente, devido aos efeitos do EDTA sobre o 

metodo de  Lowry  et  al.  (1951). Este composto causou diminui-

ção nas leituras de absorbancia (A750), ao se fazer a reação 

entre uma proteína (albumina) e o reagente de Folin, em pre-

sença e ausencia de EDTA (Figura 10). Resultados não publica 

dos, utilizando-se o prOprio filtrado do ensaio, em presença 

e ausencia deste agente quelante, mostraram que este compos-

to causava uma diminuição nas leituras de absorbanciaem750m. 

Isto pode ser explicado tendo-se em vista que este composto 

forma quelante com os  Ions  Cu+2, interferindo,consequentemen 



61  

te, com a reação entre a proteína ou peptidio eoreagente de 

Folin  (Lowry  et  al.,  1951). 

0 fato dos resultados encontrados  in vitro  não cor- 

responderem aqueles obtidos  in  vivo nos mostra que devemos 

ser bastante cautelosos ao tentar extrapolar possíveis efei-

tos de  ions  inorgãnicos sobre a atividade enzimgtica,invitro, 

com aqueles que eventualmente ocorrem  in  vivo.Esta discrepan 

cia em resultados pode ter, pelo menos, duas explicag6es. Os 

extratos utilizados para medir a atividade proteolitica foram 

preparados com tampão fosfato sem NaCl. Alem disso,foram fel 

tas diluigaes adicionais, com o mesmo tampão,antes de se  pro  

ceder ao ensaio de atividade enzimgtica, sendo a concentra-

go  de NaC1 por ocasião do ensaio bastante menor do que  ague 

la  existente nos cotiledones antes da extração da enzima. Es 

ta falha na metodologia comumente empregada e de difícil so-

luço pode ser a causadora do não aparecimento dos efeitos i 

nibitOrios do NaC1  in  vivo, uma vez que,  in vitro,  este sal 

foi um forte inibidor da  protease  6,0 (Tabela IV, Figura 7). 

Uma outra explicação seria a proposta por Greenway & Osmond 

(1972). Estes autores acham  cue  as interages dos  ions  inor-

ganicos com as enzimas,  in vitro,  se fazem de uma maneira ar 

tificial, isto e:  in vitro  os  ions  interagem comas moleculas 

proteicas em soluço aquosa, enquanto que,  in  vivo, a organi 

zagão do citoplasma e tal que as enzimas não respondematais  

ions  como acontece  in vitro.  Segundo eles, e possivel que as 

celulas regulem o meio iOnico do citoplasma de tal maneira 

que as enzimas não são normalmente expostas a altos níveis 

de sal. Por outro lado, esta enzima encontra-se, principal-

mente, nos corpos proteicos  (Harris  & Chrispeels, 1975), di-

ficultando, ainda mais, o contacto direto da mesma com os 

sais. 

A hidraise do peptídio sintetico L-leucina-p-nitro 

anilida (LPA) pelos extratos de cotiledones.do  feijão de cor 

da pitillba (Vigna sinensis (L) Savi) demonstra a existencia 
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de  peptidases  ativas nestes extratos.Presumivelmente uma leu 

cina  amino peptidase  deve estar presente nestes Orgaos de  re  

serva da semente, isto porque o substrato utilizado(LPA)e es 

pecifico para tal enzima. A presença desta enzima foi tambem 

constatada em ervilha (Beevers,1968;Beevers & Splittstoesser, 

1968) e em feijão de corda serid6 (Uchoa, 1976). A curva de 

atividade peptidgsica em função do  pH  e a relação enzima-subs  

trato (Figura 11) foram semelhantes aquelas encontradas por 

Uchoa (1976). A igualdade em  pH  Otimo de ensaio para extra-

tos de cotil&lones provenientes de sementes do feijão de cor 

da serid6 e de feijão de corda pitiaa sugere uma semelhança 

entre os sistemas enzimgticos responsgveis pela hidrOlise do 

LPA existente nesses dois cultivares. 

A atividade reptidgsica total nos cotiledones oriun 

dos de sementes semeadas em ggua destilada,durante a germina 

gao, foi semelhante a encontrada em ervilha (Beevers, 1968; 

Beevers & Splittstoesser, 1968),em feijão "mungon(Chrispeels 

& Boulter, 1975) e em feijão de corda seridO (Uchoa, 1976). 

Esta atividade aumentou at4 o 19 dia apOs a semeadura, para, 

dal em diante, começar a decrescer (Tabela V, Figura 12). f 

importante ressaltar que o comportamento da atividade pepti-

dgsica total foi semelhante aquele da concentração de protel 

na nos cotiledones (Figura 6). Isto 6, a medida que as reser  

vas  proteicas nos cotiledones vao se esgotando, a atividade 

peptidgsica total e especifica tambem vai decrescendo (Figu-

ras 6, 12 e 13). Este fato sugere que a LPase 4 uma enzima 

que sofre degradação durante a germinação, e, provavelmente, 

apos executar seu papel de enzima hidrolItica torna-se uma  re  

serva de peptidios e aminogcidos, que podem ser utilizados 

para sintese de novas enzimas nos cotiledones ou serem  trans  

locados para o eixo embriongrio. 

Nos extratos oriundos de cotiledones provenientes de 

sementes semeadas em solução salina, a atividade peptidgsica 

total variou muito pouco durante o período experimental.ApOs 
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0 29 dia de germinação ela foi sempre superior a dos cotile-

dones obtidos do tratamento controle (Tabela V, Figura 12). 

Este fato e a observação de que a atividade LPgsica no con-

trole decresce mais rapidamente do que no tratamento salino 

sugere um'possivel efeito inibit6rio do NaCi na atividade 

e/ou sintese do sistema enzimgtico responsgvel pela degrada-

go  da LPase. Esta hipotese e reforçada quando se observa os 

efeitos do NaC1 na atividade peptidgsica especifica(Tabela V, 

Figura 13). Como se pode verificar, esta atividade em cotile 

dones de sementes semeadas em NaC1 variou muito pouco duran-

te a germinação, e apOs o 39 dia da semeadura ela foi sempre 

superior a do tratamento controle, apesar da concentração de 

proteina nos cotiledones de sementes deste tratamento (Figu-

ra 6) ser bastante inferior aquela encontrada para o trata-

mento salino. 

0 NaC1 estimulou a atividade da LPase,  in vitro  (Ta 

bela VI, Figura 14). Ao nível de 0,1 M de NaC1,que foi a  con  

centragão utilizada nos experimentos  in  vivo, o estimulo em 

atividade peptidgsica total foi da ordem de 29,2% e na ativi 

dade especifica de 22,7%. Este estimulo não foi devido aos e 

feitos do NaC1 nas leituras de absorbancia (A410), pois adi-

g6es crescentes deste sal, feitas imediatamente  apes  o termi 

no da reação enzimgtica, não mostraram efeito algum nas lei-

turas de absorbãncia em 410 nm (Figura 15).Tambem foi  demons  

trado que o estimulo observado em atividade peptidgsica não 

era devido a presença de impurezas (metais pesados)presentes 

no NaC1, que poderiam funcionar como ativadores desta enzima, 

uma vez que a presença do agente auelante (EDTA) na mistura 

de reação não foi capaz de evitar o aumento em atividade en-

zimgtica causado pelo NaCl (Figura 16). 

Embora o NaC1 haja provocado aumento na atividade 

LPgsica,  in vitro  (Tabela VI, Figura 14),não podemos afirmar 

que os valores de atividade mais elevados encontrados  in  vivo 

para o tratamento salino,  apes  o 29 dia de germinação (Tabe- 
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la  V, Figura 12), sejam devidos a esse estimulo. Se este fos 

se o caso, as curvas apresentadas na Figura 12 deveriam ser 

paralelas, sendo que a curva de atividade peptidgsica, refe-

rente ao tratamento salino, deveria ficar acima daquela cor-

respondente ao tratamento controle. Como isto não ocorreu, a 

hipaese de que o NaC1,  in  vivo, impede que a LPase seja de-

gradada nos parece bastante provgvel. Uma possível razão pa-

ra as curvas apresentadas na Figura 12 não terem sido parale 

ias estg associada, como no caso da  protease  6,0, ã metodolo 

gia empregada. Tambem a hipOtese de Greenway & Osmond(1972), 

discutida anteriormente para a  protease  6,0, pode servir,nes 

te caso, como argumento para explicar o não paralelismo ob-

servado nas curvas de atividade peptidgsica  in  vivo (Figura 

12). 

As condiç6es 6timas de ensaio (Figura 17) encontra-

das para a ribonuclease extraida de cotiledones do feijão de 

corda pitiGba (Vigna sinensis (L) Savi)foram identicas as  en  

contradas para a RNase extraida de cotiledones de feijão de 

corda serid6 (Vieira, 1975). Isto sugere uma semelhança en-

tre os sistemas enzimgticos responsgveis pela degradação do  

RNA  nestes dois cultivares. 0 pH-Otimo encontrado para a ri-

bonuclease, entre 5 e 6 (Figura 17(A)),e compargvel aos obti-

dos para RNase de folhas de fumo (Frisch-Niggemeyer & Reddi, 

1957), de espinafre (Tuve & Anfinsen, 1960) e de cotiledones 

de algodão  (Leffler,  1974). 

A atividade ribonuclegsica total (Tabela VII, Figu-

ra 18) em cotiledones provenientes de sementes semeadas  am  

ggua destilada, se mostrou crescente  at  o 79 dia apOs a se-

meadura, quando começou a decrescer. Este comportamento da 

RNase, juntamente com a observação de que o nivel de  RNA  na 

semente quiescente e normalmente alto (Beevers &  Guernsey,  

1966; Palmiano &  Juliano,  1972; Vieira, 1975), e decresce a 

medida  cue  o processo germinativo se desenvolve, sugere que 

esta enzima e ativada e/ou sintetizada, de novo, pelo menos 
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at  o 59 dia ap6s a semeadura (Vieira, 1975).0 comportamento 

da atividade especifica (Tabela VII, Figura 19)foi concordan 

te com aquele da atividade total, reforçando a hipOtese de  

cue  a RNase e uma enzima que ou sofre síntese de novo ou e a 

tivada. Em suporte a isto, existem vgrios registros na lite-

ratura de aumentos na atividade da RNase nos Orgaos de reser 

va, ao longo da germinação (Palmiano &  Juliano,  1972;Vieira, 

1975;  Leffler,  1976). 

Nos cotiledones oriundos de sementes semeadas emNaC1, 

a atividade ribonuclegsica total (Tabela VII, Figura 18) mos 

trou-se tambem crescente, porem  at  o 59 dia  apes  a semeadu-

ra seu valor foi sempre igual ou inferior aquele apresentado 

pelo tratamento controle. Todavia, nos dias 7 e 9  apes  a se-

meadura, a situação sa inverteu, ou seja, os valores de ati-

vidade medidos em cotiledones do tratamento salino foram su 

periores aos do tratamento controle. Estes resultados pare-

cem indicar que este sal,  in  vivo, retarda a síntese e/ou a-

tivagão da RNase. Reforçando esta hipOtese, a atividade ribo 

nuclegsica especifica (Tabela VII, Figura 19) em cotiledones 

de sementes do tratamento salino foi sempre igual ou inferi-

or aquela apresentada pelo tratamento controle, exceto no ul 

timo dia do período estudado. 

Nos experimentos  in vitro,  o NaC1 mostrou ser um i-

nibidor relativamente fraco desta enzima. Ao nível de 0,1 M 

de NaC1, que foi a concentração utilizada nos experimentos  

in  vivo, a inibição em atividade ribonuclegsica total foi de 

6,1% e em atividade especifica de 7,1% (Tabela VIII, Figura 

20). A inibição observada  in vitro  pelo NaCl não foi devida 

a simples modificag6es nas leituras de absorbgncia em 260 nm 
(Figura 21). Como se pode verificar, adig6es crescentes des-

te sal, apos o termino da reação enzimatica, não causaram mo 

dificagaes nas leituras de absorbincia (A260). Tambem  demons  

trou-se que a inibição observada acima não era devida a pre-
sença de  ions  metalicos presentes no NaC1 como impurezas e 
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que poderiam estar funcionando como inibidores da atividade 

enzimetica, pois o EDTA não foi capaz de vencer a inibição 

provocada pelo NaC1 e sua presença no meio de reação não cau-

sou alteragEes nas medidas de atividade da RNase(Figura 22). 

Os resultados dos experimentos  in  vitro(Tabela 

Figura 20) são concordantes com os obtidos  in  vivo(TabelaVII, 

Figuras 18 e 19), porem no são suficientes para explicar os 

altos niveis de inibição em atividade observados durante os 

experimentos  in  vivo. Desta maneira podemos inferir que o e-

feito do NaC1  in  vivo se deve, principalmente, ao retardamen 

to da ativivagao e/ou sin'tese de novo da RNase.A hipOtese de 

inibição na síntese de novo reforçada pelo fato de se sa-

ber que o NaCl 4 um inibidor da síntese de prote'ina(Kahane & 

Pollakoff-Mayber, 1968;,Prisco &  O'Leary,  1970b). 

0 efeito do NaC1,  in  vivo, observado nas tres enzi-

mas estudadas, parece ser apenas um reflexo das a1terag6es 

metabOlicas causadas, principalmente, pela baixa absorção de 

agua pelas sementes, quando germinadas em condig6es salinas 

(Prisco &  O'Leary,  1970a). Por outro lado, 4 possivel que os 

efeitos do NaCl,  in vitro,  na atividade enzimetica, sejam de 

vidos a aumentos na  forge_  iOnica da solugão,que favorecem ou 

não a atividade enzimetica. Uma outra possibilidade, seria 

ainda na ação direta dos  ions  Na+ ou Cl-  no centro ativo da 

enzima, provocando modificag6es favoreveis ou desfavoreveis 

ao desenvolvimento da atividade catalítica. Alem disso, tais 

interagOes no centro ativo, podem afetar a relação entre a a 

tividade enzimitica e o  pH  (Weimberg, 1967;Greenway& Osmond, 

1972; Greenway &  Sims,  1974). 
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TABELA IX - Estimativa dos quadrados mZdios dos resultados apresentados nas Tabelas 

e 11, tendo por base um delineamento hiergrquico com dois fatores, sen 

do o nIlmero de repetig3es igual a 3. 

VARIXVE15 

Fator de 
Peso fresco Peso seco 

variayio 

Cotilidone Eixo embrionirio Cotilidor.e Eixo embrionirio 

G.L. Q.M. G.L. Q.M,  G.L. Q.M. G.L. Q.M. 

Dias 3 4.071,3 3 997.355,7 ) • 2.7$5,7 3. 3.688,0 

Salinidade 4 4.313,6 4 649.681,1 4 1.009,4 4 1.494,8 
,  

Sa1.(19dia) 1 487,8 1 5,0 1 6,8 1 0,1 

Sal.(39dia) 1 159,1 1 26.907,2 1 9,4 1 102,5 

Sal,(59d1a) 1 4,565,0 1 612.481,5 1 1.633,5 1 1.954,8 

Sa1.(79dia) 1 12.042,2 1 1.959.330,6 1 2,388,0 1 3.921,9 
1 

Erro 16 64,1 16 586.5 16 7,2 16 7.1 



Atividade proteolitica Ativdade peptidisica Atividade ribonuclegsica 

TABELA X - Estimativa dos quadrados m4dios dos resultados apresentados nas Tabelas  

III,  V e VII, tendo por base um delineamento hiergrquico com dois fatores, 

sendo o numero de repeti95es igual a 3. 

VARIAVE S  

total especifica total especifica total especifica 

G.L. Q.M. G.L. Q.M. GA, Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M, 

Dias 3 0,92 3 00367 5 3.641,8 5 3,12 4 117.592,425 . 4 7,233.210 

Salinidade 4 0,19 4 0,0288 6 1.814,4 6 1,33 5 35.023.275 5 773.344 

Sa1.(19dia) 1 0,00 1 0,0001 1 309,6 1 0,41 1 139.600 1 1.555 

Sal:(29d1a) 1 11,5 1 0,00 ...  

Sa1.(30d1a) 1 0,00 1 0,0030 1 362,9 1 0,13 1 8.748.450 1 536,645 

Sa1.(49dia) ... 1 1.360,8 1 0,58 ... ... ... 

Sal.(59dia) 1 0,01 1 0,0640 1 3.672,0 1 1,88 1 14.183.550 1 2.115.591 

Sal.(79d18) 1 0,76 1 0,,0480, 1 5.166,3 . 1 4,97 1 33.630.300 1 85.395 

Sal.(99d1a) ..., ... ... 1 118.414.800 1 1.127.534  

Erro 16 O005 16 0,0003 24 4601 24 0,10 20 259.425 20 11.938 

situaçaes onde nIo foram feitas observaçIes. 

Fator de 

variaqio 

cr) 



TABELA XI - EStimativa dos quadrados m4dios do erro dos resultados apresentados nas 

Tabelas IV, VI e VIII, tendo por base um delineamento inteiramente ao a-

caso, sendo o numero de repetig6es igual a 3. 

VARIAVEIS 

Atividade proteolitica Atividade peptidisiOa Atividade ribonucleisica 
Fator de 

variaçZo total . tLpecifica total especTfica total _es.plifica_ 

G.L. 1,M. G.L. Q.M. G.L. q.m.. G.L. Q.M. G 1.-. (124 . G.L. 0L_M« 

Tratamento 5 S 5 5 - 4 '4 
f. 

Erro 12 13,007 12 31,534 12 12,516 12 0,174 10 4,453 10 3,781 
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