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DEFINIOES E ABREVIATURAS 

bar - unidade de potencial de água que igual a 
6 . 0,987 atm ou 10 dina . cm-2.  

DNA - acido desoxirribonucleico. 

NBCo -  Nutritional Biochemical Corporation. 

Protease  3,5 - enzima com atividade proteolrtica  maxima em  

pH  3,5 usando-se hemoglobina como substrato.  

Protease  6,0 - enzima com atividade proteolrtica  maxima em  

pH  6,0 usando-se caserna como substrato.  

RNA - gcido- riboftucleico. 

RNase - ribonuclease. 

TCA - gcido tricloroacjtico. 

AA
260 - diferença em absorbancia medida em 260nm. 

AA750 - diferença em absorbancia medida em 750nm. 

NaCl - potencial de ggua da solução de NaCl. 



IL  

RESUMO 

0 presente trabalho trata da ação do NaC1 na mobili 

zagão de reservas nitrogenadas, especialmente proteinas e  -id_  

dos nucleicos, durante a germinação de sementes do feijão de 

corda serid6 (Vigna sinensis (L) Savi). 

As sementes foram germinadas em soluo5es de vgrias 

concentragOes de NaCl. Os potenciais de água Et -NaC1) variaram 

desde 0 bar (H20 destilada) atg -6 bar. Nestas condigOes, as 

sementes permaneceram sete dias, quando, então, foram determi 

nadas as percentagens de germinação e os tamanhos mgdios das 

plantulas que germinaram. Foram consideradas como germinadas 

as sementes cujas plantulas possuiam radículas com cinco ou 

mais centimetros de comprimento. A partir de -2 bar, foi ob 

servado que com a diminuição do potencial de ggua a percenta  

gem  de germinação e o tamanho das plantulas diminuiram. Par- 

tindo-se dos dados obtidos, foi determinado o potencial de 

água de -4,3 -± 0,11 bar como responsgvel pela inibição de 50% 

da germinação. Este valor de potencial de água foi usado para 

comparação das mobilizagaes de reservas nitrogenadas das se 

mentes germinadas neste nível de sal com o daquelas germina 

das em solução não salina (ggua destilada). 

As proteinas cotiledongrias (total, insolavel e sol5 

vel) diminuiram durante o processo germinativo, sendo que,  pa  

ra sementes germinadas em água destilada, este decrgscimo foi 

mais acentuado do que para as germinadas em solução salina. 0 

nitrog6nio-amino solilvel em cotilgdones de sementes germina 

das em solução não salina alcançou valores mgximos entre o 

terceiro e o quinto dias de germinação, decrescendo, em segui 

da,  at  o final do experimento. Nas sementes germinadas em  so  

lugão salina, os valores de N-amino  solilvel foram mais altos 
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e o mximo ocorreu no sgtimo dia de germinação. A atividade 

proteolitica especrfica em cotiledones de sementes germinadas 

em água destilada foi maior do que a das sementes germinadas 

em solução salina. Os resultados sugerem um efeito inibitOrio 

do NaC1 na translocagão dos produtos de hidrOlise dos cotile 

dones para o eixo embrionário. 

Nas sementes germinadas em água destilada, os ácidos 

nucleicos totais e o ácido ribonucleico  (RNA)  decresceram  du  

rante todo o experimento. Em sementes germinadas em solução 

salina, o  RNA  permaneceu mais ou menos constante apcis o ter 

ceiro dia de germinação, enquanto que os ácidos nucleicos to 

tais estabilizaram a partir do quinto dia de germinação.  Oá  

cido desoxirribonucleico  (DNA),  no controle, permaneceu mais 

ou menos constante ate o terceiro dia, decrescendo, a seguir, 

ate o final do experimento. Em sementes germinadas em solução 

salina, ocnmportamento do  DNA  cotiledonário foi semelhante ao 

do tratamento controle  at  o quinto dia de germinação. Dar em 

diante, o teor de  DNA  permaneceu constante. A atividade ribo 

nucleásica especrfica em cotileclones de sementes germinadas 

em água destilada foi maior do que a das sementes germinadas 

em solução salina. 0 comportamento dos ácidos nucleicos e da 

ribonuclease nos dois tratamentos sugere um efeito inibitOrio 

do NaC1 na srntese e/ou atividade desta enzima. Finalmente, o 

estudo de algumas das propriedades da ribonuclease do feijão 

de corda serid6 indicou semelhança desta enzima com as RNases 

de outras espgcies vegetais. 



INTRODUÇÃO 

Necessidade  de pesquisas sobre bioquímica dagerminação  em  con  

digOes  de  "stress"  salino.  

0 problema da salinidade 6 de grande importância eco 

n3mica, principalmente se considerarmos que extensas  areas  do 

globo são salinas e imprestáveis para a agricultura. A união 

Soviética possui cerca de 10% de sua  area  constituída de  so  

los salinos (Kovda, 1937). Cifra mais elevada pode ser encon 

trada em várias partes da  Asia  Central, cujo caráter salino 

do solo se apresenta em cerca de 89% das terras irrigáveis 

(Federov, 1954). Nos Estados Unidos, a salinidade e o excesso 

de sadio são responsáveis pela redução na produtividade em 

cerca de 8.250.000 acres de terras irrigadas  (Black,  1968). No 

nordeste brasileiro, apesar da falta de dados precisos, prova 

velmente muitas das bacias de irrigação já se encontram em a 

diantado estágio de salinizagão. 

Para remediar os problemas resultantes da saliniza-

gão dos solos, segue-se um dos seguintes caminhos: 1) recupe  

raga()  dos solos inutilizados ouem vias de inutilização; 2) de 

senvolvimento de pesquisas visando o estabelecimento de me 

lhor manejo do solo e da água nas áreas salinizadas ou em 

vias de salinizagão; 3) desenvolvimento de pesquisas no senti 

do de desenvolver plantas resistentes ou tolerantes ao exces  

so  de sais. As duas primeiras alternativas envolvem grandes 

investimentos e somente em determinadas circunstancias pode 

rio ser viáveis ec.onomicamente (Strogonov, 1964, Black,1968), 

enquanto que a illtima poder a oferecer resultados promissores, 

desde que se conheça a fisiologia e bioquímica de plantas cul 

1 
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tivadas em condições de  "stress"  salino. Sendo a 
germinação 

da semente a etapa inicial para o estabelecimento de qualquer 

cultura, nada mais justo do que se estudar a bioquímica deste 

processo em condições de "stress"salino. 

Salinidade  e a germinaCao  de sementes  

A influencia do sal sobre o crescimento e desenvolvi 

mento de plantas tem sido objetivo de iniimeros estudos. Entre 

tanto, seus efeitos sobre a germinação de sementes e desenvol 

vimento das plantulas um tema pouco estudado e, consequente 
mente, pouco compreendido: A maneira como os sais manifestam 
sua ação deletéria sobre a germinação tem motivado muitas  hi  

poteses. Entre elas, as mais populares são as que associam a 

inibição da germinação ao efeito osmOtico dos sais (hipOtese 

osmOtica), ao efeito tOxico (hipOtese da toxidez), e, final 

mente, a hipOtese dos efeitos combinados ou simplesmente  hips  
tese dos efeitos osmOtico-tOxicos. 

sabido que o excesso de sal no solo prejudicial 
a germinação de sementes (Strogonov, 1964). 0 excesso de sal 
provoca um abaixamento no potencial de ggua do solo (Black,  
1968) que ir g acarretar uma diminuição na absorção de ggua pe  
la  semente, pois a maior ou menor absorção de água por parte 

desta esta na dependencia do gradiente de potencial de água 

entre o solo e a semente. Se este gradiente decresce, menos 
água a semente absorve (Uhvits, 1946;  Mayer  g Poljakoff-Mayber , 
1963; Prisco g  O'Leary,  1970a). Tendo em vista que a germina 

qio inicia-se com a absorção de água pela semente, evidente 

que o decréscimo em absorção reduz a velocidade e a percenta  
gem  final de germinação (Prisco g  O'Leary,  1970a).  Lyles 
Fanning  (1964) conseguiram atenuar este efeito tratando as se 

mentes com ggua antes das mesmas serem submetidas as condi- 
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Oes salinas, indicando que os sais exercem sua ação inibit6 

ria atravgs de seu efeito osmetico no processo germinativo. 

Todavia, nos estudos de Strogonov (1964) foram observados  re  

sultados opostos aos citados acima. Ele mostrou que sementes 

de algodão sendo embebidas previamente e postas para germinar 

em solo salino, não o faziam  apes  um, dois, e ate tres meses, 

indicando que o efeito não poderia ser somente osmetico. Base  

ado  'em dados como estes e em outros, ele concluiu que os efei 

tos da salinidade na germinação sio primariamente tóxicos. 

Do ponto de vista metodol6gico, torna-se muito  din':  

cil separar os efeitos osmetico e texico dos sais, pois as se 

mentes respondem a ambos simultaneamente. Apesar disto, vg- 

rios estudos foram feitos com o objetivo de separar estes e- 

feitos. Uhvits (1946) comparou os efeitos do NaCl com os do 

manitol (usado como agente osm6tico), no intervalo de potenci 

ais de água que variaram de -1 a -15 atmosferas, e encontrou 

que ambos inibiam a germinação. Entretanto, em concentragóes 

iso-osmetica, as respostas foram diferentes, sugerindo um e 

feito tOxica do NaC1, que era ampliado com aumento na concen 

tração deste sal. A mesma metodologia foi usada por Wiggans t  

Gardner  (1959), que, estudando os efeitos de vários agentes 

osmOticos sobre a germinação de Raphanus sativus e sorgo, che 

garam a conclusão de que o NaC1 era tóxico, quando comparado 
com polivinil-pirrolidona, glicose, sacarose ou manitol. 

Hoje em dia, acredita-se haver uma interdependincia 

entre a concentração do sal e o tipo de efeito que predomina 

na germinação. Em baixas concentrações, predomina o efeito os 

metico, enquanto que, em concentrações elevadas,  hi  a predomi 

nincia do efeito tóxico. Prisco O'Leary  (1970a) demonstra  

ram  que os efeitos da salinidade na germinação de sementes de 

Phaseolus vulgaris eram texico e osmetico. Eles encontraram 

que quando as sementes eram submetidas a potenciais de água 

na faixa de 0 a -8 bar, o efeito do NaC1 na germinação foi 
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principalmente osm6tico. Todavia, em baixo potencial de água 

(-12 bar), a inibição da germinação foi devida a efeitos osm6 

tico e tOxico. 

Efeitos da salinidade no metabolismo 

Para que se possa entender como a salinidade inibe a 

germinação, precisamos identificar em que etapa ou etapas do 

metabolismo os efeitos deleterios dos sais são exercidos e  co  

mo os sais afetam o metabolismo da semente germinante. 

Do ponto de vista morfolOgico, a germinação nada 

mais e do que o resultado do crescimento do eixo embrionário 
- 

que rompe os envoltorios da semente para originar uma nova  

planta. Para que isto ocorra, são necessárias várias transfor 

mações químicas, que se verificam tanto nos 6rgaos de reserva 

como no eixo embrionário. Estas transformações são de tres ti 

pos principais: mobilização (hidrOlise) dos materiais de re  

serva da semente; transporte dos produtos de hidrOlise dos  Or  

gãos de reserva (endosperma ou cotiledones) para o eixo embri 

onário e; síntese de novos materiais no eixo embrionário, a 

partir dos produtos provenientes dos Orgaos de reserva  (Mayer  

Poljakoff-Mayber, 1963). 

A maioria dos compostos nitrogenados de reserva das 

sementes está na forma de proteína  (Koller  et  al  1962;Alischul 

et  al  1966), sendo que os ácidos nucleicos constituem, tam- 

bem, parte destas reservas nitrogenadas. Vários registros são 

encontrados sobre o metabolismo proteico  (Marcus  g  Feeley  , 

1965; Ghetie, 1966; Beevers, 1968; Guardiola  &Sutcliffe,  1971) 

e sobre o metabolismo dos ácidos nucleicos (Ledoux et  al  1962;  

Kessler  g Engelberg, 1962,  Barker  g Hollinshead, 1967) duran 

te a germinação em condições normais ou seja, na ausencia de 

sais. Gota et  al  (1953), trabalhando com Vigna sesquipedalis,  
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observaram que o nitrogênio proteico nos cotiledones diminuia 

durante a germinação e que o mesmo ocorria com o conte5do de 

ácido  ribonucleic° (RNA).  Beevers (1968) encontrou um decres 

cimo de nitrogénio total durante a germinação de sementes de 

Pisum sativum, postulando ser isto motivado pela hidr6lise 

das proteínas, pois a atividade proteolitica aumentou com a 

germinação. Palmiano g  Juliano  (1972) observaram que o teor 

de protefna em sementes de arroz decresce durante a germina 

gio, enquanto que a atividade proteolítica cresce. Comporta 

mento semelhante foi observado para o nível de  RNA  e ativida 

de ribonucleásica, não sO em arroz (Palmiano g Juliano,1972), 

como tambem em Pisum arvense  (Barker  g Hollinshead, 1967). Por 

tanto, e de esperar-se que as proteínas de reserva, sob a ação 

de proteases e  peptidases  (Beevers, 1968), liberam ácidos ami 

nados, que sio translocados para o eixo embrionário, onde irão 

ser utilizados na sintese de proteínas estruturais ou de enzi 

mas. Alem disto, estes ácidos aminados podem ser utilizados 

para síntese de novo de proteínas enzimáticas nos Orgios de 

reserva  (Young  g  Varner,  1959;  Young  et  al,  1960). Já o RNA  

pode ser hidrolizado a nucleotideos que poderio ser utiliza 

dos na sfntese de outros tipos de  RNA,  tanto nos Orgaos de  re  

serva como no eixo embrionário. Os nucleotfdeos produzidos 

sob a ação da ribonuclease poderio tambem ser empregados em 

outras atividades metabólicas. 

Quando sementes são germinadas em substratos sali- 

nos, o seu metabolismo 6 alterado, porem o mecanismo exato 

desta alteração 6 objetivo de controv6rsia. 0 efeito da sali 

nidade sobre a incorporação de ácidos aminados em proteínas 

da ponta da raiz de ervilha foi estudado por  Kahane  gPoljakoff- 

Mayber (1968). Eles observaram que a salinidade não somente 

reduziu a capacidade das raízes absorverem leucina externa, 

como tambem reduziu severamente a capacidade do tecido para 

incorporar ácidos aminados dentro da proterna. Prisco gO'Lealy 
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(1970b) encontraram resultados semelhantes, estudando oefeito 

do NaC1 e Carbowax na síntese de proteínas do eixo embriongrio 

de sementes de Phaseolus vulgris em germinação. Sementes em 

bebidas em ggua apresentaram maior capacidade de sintetizar 

protefna do que as embebidas em Carbowax ou NaCl. Estes resul 

tados mostram que a capacidade desintese de proteínas do eixo 

ambriongrio função de absorção de ggua pela semente, mas não 

explicam as diferenças em germinação entre NaCl e Carbowax em 

baixo potencial de hua (-12 bar). Estas diferenças em germi 

nação parecem estar mais relacionadas com diferenças qualita 

tivas em proteínas solveis do eixo embriongrio (Prisco,197:0. 

Vários autores estudaram os efeitos dos sais na ati 

vidade de certas enzimas „(Porath g Poljakoff-Mayber, 1964 e 

1968; Hason-Porath g Poljakoff-Mayber, 1969;  Kahane  gPoljakoff 

-Mayber, 1968; Weimberg, 1967 e 1970). 0 grupo liderado por 

Poljakoff-Mayber encontrou que NaC1 e Na2SO4  diminuiram a ati 

vidade de v6rias enzimas da extremidade da raiz de ervilha, 

quando esta planta era cultivada em soluções que continham es 

tes sais. Resultados diferentes foram encontrados por Weimberg 

(1970), estudando os níveis de 18 enzimas em plantulas de er 

vilhas crescidas em meio altamente salino. As sementes foram 

germinadas em soluções de NaC1, KC1, Na2SO4  e solução aquosa, 

sendo que o aumento da salinidade foi gradativo  at  atingir a 

5 atmosferas. Embora o crescimento no meio salino tenha sido 

atrofiado, as atividades especificas das enzimas foram as mes 

mas nos tecidos de todas as plantas. 0 efeito de NaC1,  in vi-

tro,  sobre a atividade das enzimas malato desidrogenase, as-

partato desidrogenase, glicose 6-fosfato desidrogenase e iso 

citrato desidrogenase, foi examinado por Greenway g Osmond 

(1972), utilizando espécies de plantas sensiveis e tolerantes 

a sais. Os resultados mostraram que a intensidade de resposta 

varia para cada enzima. Baixas concentrações de sal via de  re  
gra estimulam a atividade, enquanto que altas concentrações 
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forminvariavelmenteinibidoras. Segundo Kabarrov gAziyashvili 

(1967), as variações no metabolismo dos ácidos nucleicos de 

ervilha, repolho e beterraba, cultivados em condições de  

"stress"  salino, dependem do nível de salinidade. 

Tendo em vista o que foi exposto e, considerando que 

no feijão de corda seridO (Vigna sinensis (L) Savi) a mobili 

zagao das reservas cotiledonarias, principalmente nitrogena 

das, uma etapa fundamental na germinação desta especie 

(Prisco et  al,  1975), formulou-se a hipOtese de que a salini 

dade afeta a germinação atravgs de seus efeitos sobre a ativi 

dade das enzimas responsáveis pela mobilização das reservas 

da semente. Portanto, no presente trabalho, pretendemos, uti 

lizando cotilgdones de Vigna sinensis (L) Savi germinadas em 

condições de  "stress"  salino, testar a hipOtese acima descri 

ta. 



MATERIAL E MfTODOS  

Sementes e condições de germinação  

No presente estudo utilizamos sementes do feijão de 

corda serid6 (Vigna sinensis (L) Savi) provenientes da Fazen 

da Experimental do Vale do Curu, Pentecostes, Cear, perten 

cente ao Centro de Ciências Agrgrias da Universidade Federal 

do Ceará. 

As sementes selecionadas para a germinação foram  sub  

mersas durante 10 minutos em solução de hipoclorito de sOdio, 

contendo 5,2% de cloro ativo (Q-Boa, Indlistrias Qufmicas 

Anhembi S/A., São Paulo, SP). Em seguida, foram lavadas em 

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

e plantadas entre duas folhas de papel medindo 30cm x 30cm 

(papel Mata Borrão Filtro, 80g/m2, Companhia Fabricadora de 

Papel,  Sao  Paulo, SP). As folhas de papel foram umedecidas em 

30m1 de ggua destilada ou solução salina, e, apOs a semeadu 

ra, foram enroladas. Os rolos, contendo cada um 10 sementes, 

foram colocados em "bechers" de 500m1, tendo cada um 20m1 da 

mesma solução usada para umedecer o papel. Estes "bechers" fo  

ram  então colocados dentro de cubas de vidro e estas mantidas 

sob luz difusa. A temperatura de germinação registrada no  in  

tenor das cubas, durante o  period()  experimental, foi de 25 -± 

19C. 

Determinação do potencial de água da solução de cloreto de 

sOdio que inibe 50% da germinação.  

Sementes de feijão de corda serid6 (Vigna sinensis  

(L) Savi) foram germinadas sob as mesmas condições descritas 

8 
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no item anterior, sendo que os potenciais de água (*) das  so  

lugões de NaC1 variaram de zero (água destilada) a -6 bar. Cal 

culou-se a quantidade de NaCl requerida para cada solução se 

gundo  Riley  (1968). A avaliação dos resultados deu-se no seti 

mo dia  apes  o plantio, sendo consideradas germinadas as  semen  

tes cujas plintulas possuiam radículas com, pelo menos, 5cm 

de comprimento (Prisco g  O'Leary,  1970a). Para cada potencial 

de água foram usadas quatro repetições de 50 sementes. 

Determinou-se o potencial de água da solução de NaC1 

responsável por 50% de inibição da germinação mediante o meto 

do de Karber, segundo Lellouch g  Lazar  (1968). 

Análises quimicas  

As análises quimicas, quando não especificadas, fo  

ram  realizadas em cotiledones de sementes germinadas no poten 

cial de água da solução de NaCl responsável pela inibição de 

50% da germinação, e em cotiledones de sementes germinadas em 

agua destilada (potencial de água igual a 0 bar). Para estas 

análises, foram colhidas plintulas com 0,1,3,5,7 e 9 dias de 

germinação, usando-se 3 repetições, sendo que cada uma foi 

feita em duplicata. As etapas de extração dos componentes quí 

micos analisados, foram feitas a temperatura de aproximadamen 
te 49C, a não ser quando especificada a temperatura. 

Proteína 

Para a determinação de proteína, foram homogeneiza 

dos 10 cotiledones com tampão fosfato 0,01M, em NaCl 0,1M,  pH  

7,6, numa proporção de 1 : 10 (p : v). O homogenato foi cen 

trifugado a 3.000 x g por 10 minutos. Mediu-se o volume do  so  
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brenadante e se determinou a concentração de proterna. Em se 

guida, adicionou-se ao sobrenadante igual volume de ácido tri 

cloro acético (TCA) a 10%. Redissolveu-se o precipitado resul 

tante em volume de NaOH 0,1N, igual ao do sobrenadante inici  

al.  Nesta segunda fração determinou-se a concentração de  pro  

terna, que recebeu a denominação de proteina insoliivel. A  pro  

terna soliivel foi calculada por diferença. Para a determina 

gão da concentração de proteína utilizou-se o método doMicro-

biureto (Goa, 1953), usando-se como padrão a albumina serica 

bovina, 2 x cristalina (NBCo), sendo expressa em mg de proter 

na por cotilédone. 

Nitrogénio  - amino Soltivel 

O nitrogenio-amino sollIvel foi medido na fração 

vel em TCA, de acordo com o método de Yemm g  Cocking  (1955). 

A 0,5m1 da amostra adicionou-se 1,0m1 do reagente da ninhidri 

na, sendo a mistura colocada em banho-maria (1009C) por 15 mi 

nutos. Em cada tubo foram adicionados 4,0m1 de etanol a 50%, 

com agitação. A cor desenvolvida foi lida a 570nm, em espec 

trofotOmetro Spekol. Calculou-se a concentração de N-amino so  

lavei por comparação com uma curva padrão de L-leucina  (Merck)  

e expressa em Lig de N-amino  por cotiledone. 

Acidos nucleicos 

A extração e a determinação de cidos nucleicos Lo 

ram  feitas de acordo com  Cherry  (1962). Para cada determina 

cão usaram-se dois cotiledones, que,  apes  homogeneizados com 

4,0m1 de metanol a frio, foram centrifugados. 0 precipitado 

foi lavado com 3 porçaes de 4,0m1 de metanol, repetindo-se a 

centrifugação em cada lavagem. 0 resrduo obtido tratou-se com 
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6,0m1 de ácido perclOrico a 0,2M, a frio. 0 precipitado obti 

do mediante centrifugação foi tratado com 6,0m1 de álcool etr 

lico absoluto e centrifugado. Novamente, tratou-se o precipi 

tado com 6,0m1 de uma mistura de etanol-eter (2:1), a 509C 

por 30 minutos, com centrifugação posterior. 0 precipitado  re  

sultante foi suspenso em ácido perclOrico a 50% e colocado em 

banho-maria a 709C por 40 minutos. Findo este tempo, colocou-

se o homogenato em repouso por uma noite, em refrigerador. Ob 

teve-se o sobrenadante por centrifugação, sendo o precipitado 

desprezado. Todas as centrifugações foram realizadas a 3.000 

x g por 15 minutos, sendo as operações feitas a temperatura 

de 49C, exceto aquelas citadas. Numa alrquota do sobrenadante 

leu-se a absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 290nm, 

em espectrofotOmetro  Beckmann DU.  Usando-se a fOrmula de  

Cherry  (1962), foi obtida a concentração de ácido nucleico to 

tal, expressa em ug de ácido nucleico total por cotiledone. 

Do mesmo sobrenadante usado para determinar a concentração de 

ácidos nucleicos totais retirou-se uma amostra para a determi 

nação da concentração de ácido desoxirribonucleico  (DNA). A 

1,0m1 do sobrenadante adicionaram-se 1,5m1 de difenilamina a 

1%, sendo a mistura aquecida em banho-maria (1009C) por 30 mi 

nutos. A intensidade da cor foi medida em comprimento de onda 

de 550nm em um espectrofotOmetro Spekol e a concentração cal 

culada mediante uma curva padrão de  DNA  (Calbiochemistry) e 

expressa em ug de  DNA  por cotiledone. Determinou-se o 'acid° 

ribonucleic° (RNA)  pela diferença entre o ácido nucleico to 

tal e o ácido desoxirribonucleico  (DNA)  e sua concentração  ex  

pressa em ug de  RNA  por cotil6done. 

Atividade proteolftica 

Para a extração das enzimas proteolfticas, foram  ho  

mogeneizados 10 cotiledones com tampão fosfato 0,01M em NaC1 
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0,1M,  pH  7,6, numa proporção de 1:10 (p : v). Centrifugou-se 

o homogenato a 7.000 x g por 10 minutos, sendo o precipitado 

desprezado. A atividade proteolitica, medida no sobrenadante, 

foi determinada como a capacidade de hidrolizar caseína e  he  

moglobina. A reação enzimgtica desenvolveu-se pela adição de 

0,5ml do extrato a 5,0m1 de caseína ( segundo Hammarsten, E.  

Merck  AG  Darmstadt)  a 1% em tampão fosfato,  pH  6,0 ou hemoglo 

bina (substrato em  pa'  OAA da  Worthington Biochemical Corpora  

tion) a 1% em tampão citrato,  pH  3,5. A incubação foi feita a 

509C, quando o substrato era a caseína e a 409C quando usou-

se a hemoglobina como substrato. Parou-se a reação com -1,0m1 

de  kid()  tricloro  acetic()  (TCA) a 40% (Ainouz et.  al.,  1972). 

Ap6s 30 minutos de repouo, a mistura foi filtrada em papel 

filtro Whatmann 42, sendo a atividade proteolitica determina 

da na fração solilvel em TCA e medida pela absorbãncia em 750nm 

em espectrofotOmetro Spekol, depois da reação com o reagente 

de Folin  (Lowry  et.  al.,  1951). 0 tempo zero ou branco da rea 

cão obteve-se pela adição do substrato  apes  ter sido adiciona 

do TCA a 40%. Todos os valores de densidade Otica das amos- 

tras foram subtraídos dos valores dos brancos. A atividade 

proteolitica total foi expressa em unidade Otica por cotiledo 

ne, e a atividade especifica determinada dividindo-se a ativi 

dade total por cotiledone pela concentração de proteína por 

cotiledone. 

Atividade ribonuclegsica  

Considerou-se a atividade ribonuclegsica como sendo 

a capacidade de hidrolizar ácido  ribonucleic° (RNA).  A prepa 

ração do extrato para a atividade ribonuclegsica foi semelhan 

te aquela utilizada por Tuve g Anfinsen (1960), sendo introdu 

zidas algumas modificações. Foram utilizados 15 cotilgdones 
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homogeneizados com solução tampão de fosfato 0,1M,  pH  5,7, nu 

ma proporção de 1,0 grama de material para 10,0m1 de tampão. 

Centrifugou-se o homogenato a 3.000 x g por 10 minutos. 0  so  

brenadante foi ajustado a  pH  5,1 por adição de HC1 0,5N, se 

guindo-se um repouso, em refrigerador, por uma noite, e poste  

nor  centrifugação a 3.000 x g por 10 minutos. Todas as opera  

gees  realizaram-se a temperatura de aproximadamente 49C. Os 

extratos foram obtidos, a não ser quando especificado, de  co  

tiledones provenientes de plãntulas com 5 dias de germinação. 

Tendo em vista que o  RNA  inicialmente utilizado como subs- 

trato apresentava uma prova em branco bastante elevada tor  

nou-se necessário uma purificação. Nesta purificação usou-se 

o metodo de Crestifield et  al  (1960), ligeiramente modifica 

do. 0  RNA  (NBCo) foi . suspenso em água destilada e filtrado, 

sendo o resíduo lavado várias vezes com água destilada. Tra 

tou-se o filtrado com etanol a 70%, numa proporção de um volu 

me do filtrado para dois volumes de etanol. Por centrifugação 

a 3.000 x g durante 15 minutos obteve-se um precipitado, o 
qual foi submetido a idêntico tratamento por3vezes consecuti  

vas.  Finalmente, dializou-se o precipitado contra água desti 

lada por uma noite. 0 dializado, ap6s liofilização, foi testa 

do quanto a pureza e usado nos ensaios. Todas as operações  re  

alizaram-se a temperatura de aproximadamente 49C. 

Para o ensaio enzimático foram tomados 0,2m1 do ex  

trato; 1,0m1 de tampão citrato 0,1M,  pH  5,2; 0,7m1 de  RNA  pu 

rificado a 0,5% e água destilada suficiente para atingir um 

volume final de 2,5m1. A reação se processou a temperatura de 
409C durante 20 minutos, sendo parada por adição de 0,5m1 de 

acetado de uranila a 0,75% em HC1 a 25% (Tuve g Anfinsen, 1960).  

Apes  o termino da reação a mistura obtida permaneceu em repou  

so  por 10 minutos. Do sobrenadante, obtido por centrifugação 

a 1.000 x g por 10 minutos, foram retirados 0,2m1 e adiciona-

dos 4,8m1 de água destilada, sendo a absorbãncia lidaem 260nm 
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em um espectrofotOmetro  Beckmann DU.  0 branco ou tempo zero 

da reação obteve-se pela adição do substrato apOs ter sido a 

dicionado acetato de uranila a 0,75% em HC1 a 25%. A unidade 

de atividade enzimftica correspondeu a variação de 0,01 de 

densidade Otica, sendo esta atividade expressa em unidade de 

atividade por cotilgdone. 

A determinação do  pH  Otimo da ribonuclease efetuou- 

se utilizando-se tampão citrato 0,1M nos seguintes  pHs 4,0; 

4,6; 5,2; 5,8; 6,0 e 6,2. Foram utilizadas temperaturas de 

30, 37, 40 e 509C. Para cada uma destas temperaturas usaram-

se os seguintes tempos de incubação: 10, 20, 30 e 60 minutos. 

Para a escolha da concentração de substrato a ser usado, fo  

ram  feitos experimentos ejn que a concentração do substrato va 

riou conservando-se o volume de 0,2m1 do extrato. 



RESULTADOS 

Germinação, desenvolvimento da plantula e determinação do po- 

tencial de ggua da solução salina ($ NaCl responsgvel por 

50% de inibição da germinação. 

A germinação do feijão de corda serid6 em vgrios ni- 

veis de NaCl (0 a -6 bar), apresentou diferentes comportamen 11) 

tos quanto ao tamanho das plantulas e quanto ao nilmero de se-
mentes germinadas (Tabela I, Figuras 1 e 2). A percentagem de 

germinação diminuiu gradativamente com o aumento da concentra 
gio de NaCl, sendo que o'controle apresentou 100% de germina-

ção. Ao nível de 0 e -1 bar de potencial de água não houve  di  

ferenga estatística significativa ao nivel de 5% quanto ao  nil  
mero de sementes germinadas. A partir de -2 bar o nilmero de 
sementes germinadas diminuiu, diferindo estatisticamente do 
controle, sendo que a -6 bar as sementes não mais germinaram 
(Tabela I, Figura 1). 0 comprimento medio das plantulas dimi 

nuiu com a diminuição no lb NaCl  Apenas a -1 bar esta media • ° 
foi ligeiramente superior a media do controle (zero bar). To 

dos os demais niveis apresentaram plantulas com comprimento  
medic)  inferior ao do controle. A -6 bar não houve desenvolvi 
mento das plantulas, sendo o comprimento de todas elas infe  
nor  a 5cm (Tabela I, Figura 2). 

0 potencial de água da solução de NaCl capaz de mi 

bir 50% da germinação, calculado estatisticamente, foi de 
-4,3 ± 0,11 bar. Quando sementes do feijão de corda serid6  Lo 

ram  germinadas em solução com este valor de  ID 
 NaCl'50% 

 não a 
.  

presentaram radículas com tamanho igual ou superior a 5cm, 

sendo, por conseguinte, consideradas não germinadas. 

15 
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TABELA I. NUmero de sementes germinadas e comprimento das 

plantulasa  do feijão de corda seridO (Vigna sinensis (L)Savi)  

apes  7 dias de germinação em diversos lb 
NaCl 

4/NaC1 
(bar)  

Numero de sementes 

germinadas 

Comprimento das 

plãntulas(cm) 

0 50,0 14,5 

-1 49,8 16,1 

-2 45,3 9,0 

-3 45,3 9,0 

-4 34,8 7,1 

-5 13,5 6,3 

-6 0,0 0,0 

a - Não foi feita anãlise estatistica para comprimento das 

plãntulas 

* - Estatisticamente diferente do controle (lb -.NaC1 = 0 bar) ao 

nível de 5%. 
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POTENCIAL DE ÁGUA (bar) 

Figura 1 - Germinação de sementes do feijão de corda serid6 
(Vigna sinensis  (L) Savi) apOs 7 dias de semeadura 

em diversos t . NaC1 • 

o -6  
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Proteína  e nitroggnio-amino soiiivel  

Tanto proteina total como proteína insoliivel em coti 
ledones de sementes germinadas em solução não salina permane 
ceram constantes ate o primeiro dia de germinação, quando  ex  
perimentaram um decrescimo gradativo ate o ultimo dia do pe 

rodo estudado (Tabela II, Figura 3 e 4). A concentração de 

proteína soliivel neste tratamento foi inferior a concentração 

de proteína insoliivel ate o quinto dia de germinação, e de 

cresceu, progressivamente, ao longo do processo germinativo, 
de um modo menos acentuado do que as concentragaes de proter 
na total e protefna insoltivel (Tabela II, Figura 5). Para  co  
tiledones de sementes germinadas em solução salina, a concen 

tração de proteína total 'permaneceu mais ou menos constante  
at  o terceiro dia de germinação, quando começou a decrescer, 

para atingir, no final do experimento, um valor que correspon 

de a 64,1% do valor inicial (Tabela II, Figura 3). A fração 
insolfivel permaneceu mais ou menos constante ate oquintodia, 
quando então começou a decrescer  at  atingir, no nono dia, 
74,4% do valor inicial (Tabela II, Figura 4). A fração 

vel apresentou valores inferiores aqueles apresentados pela 
fração insolilvel, decrescendo, progressivamente, ao longo da 

germinação, ate atingir, no final do experimento,umvalor que 

corresponde a 52,5% do valor inicial (Tabela II, Figura 5). 0 
nitroggnio-amino solilvel (Tabela II, Figura 6) em cotiledones 

de sementes germinadas em solugão. não salina alcançou valores 

maximos entre o terceiro e o quinto dias de germinagio,decres 
cendo, em seguida, ate o final do experimento. Em semente ger 

minada em solução salina, o nitroggnio-amino soliivel cresceu 

uniformemente ate o sétimo dia, quando então apresentou uma 

tendência decrescente. Os valores de proteína total, proterna 

proteína sollIvel e nitrogénio-amino  soliivel foram 
iguais ou mais elevados, nos cotilgdones de sementes germinadas 

em solução salina do que nos das germinadas emsoluçãonão salina. 



TABELA II. Proteína total, proterna inso1ive1, protefna soliivel e N-amino solavel 

em cotilgdones de sementes do feijão de corda serid6 CVigna sinensis (L) Savi) germi 

nadas em solução salina (S) e não salina (C). 0 potencial de ggua da solução salina 

(* NaCl) foi de -4,3 bar e o da não salina foi de 0 bar.  

Dias de 
germina 

Proteína total 

(mg/cot) 

Protefna insoltivel 

(mg/cot) 

Proterna solrivel 

(mg/cot) 

N-amino  solavel 

(11g/cot) 

ção C s C s C s C 

O 25,1 25,1 13,3 13,3 11,8 11,8 295 295 

1 24,6 25,0 13,6 14,0 11,0 11,0 560 601 

3 20,7 24,5 12,3 14,2 8,4 10,3 1051 1395 

5 17,6 22,5 9,6 13,6 8,0 8,9 1053 1469 

7 11,0 20,7 4,4 12,5 6,6 8,2 504 1546 

9 4,3 16,1 0,8 9,9 3,5 6,2 150 1197 
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Figura 3 - Proteína total em cotiledones de sementes do fei-

jão de corda serid6 (Vigna sinensis (L) Savi) ger-

minadas em solução salina (S) e não salina (C). 
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Figura 4 - Proteína insoltivel em coti16dones de sementes do 

feijão de corda serid6 (Vigna sinensis (L) Savi) 

germinadas em solução salina (S) e não salina (C). 
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Figura 5 - Proterna soliivel em cotiledones de sementes do fel 

jio de corda serig (Vigna sinensis (L) Savi) ger 

minadas em solução salina (S) e não salina (C). 
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Figura 6 - NitrogZnio-amino soltivel em cotiledones de semen-

tes do feijão de corda serid6 (Vigna sinensis (L) 

Savi) germinadas em solução salina (S) e não sali 

na (C). 
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Atividade  -proteolitica  

A atividade proteolitica total nos cotilgdones de se 

mentes germinadas em solução não salina (Tabela  III, Figura 

7) , tanto eic.-21-1 1,5 Unemoglobina) como e k 6 ,0 (caseina) 

aumentou nos cinco primeiros dias de germinação, apresentando 

uma atividade mgxima no quinto dia e decrescendo, a seguir, a 

te o final do experimenta. No nono dia de germinação (final 

do experimento), a atividade proteolitica em  pH  6,0 foi ligei 

ramente superior àquela apresentada por cotilgdones de  semen  

tes secas (dia zero de germinação), enquanto que, em  pH  3,5, 

essa atividade foi 65,7% da encontrada no dia zero. Para se-

mentes germinadas em solução salina, a atividade proteolitica 

em  pH  6,0 aumentou continuamente  at  o setimo dia de germina 

gio, tornando-se constante dai em diante. Em  pH  3,5 esta ati- 

vidade cresceu ate o quinto dia, permanecendo constante nos 

demais dias de germinação. Os valores de atividade especifica 

(Tabela  III,  Figura 8), em ambos os tratamentos e  pHs,  apre- 

sentaram-se crescentes ao longo da germinação, sendo que no 

grupo controle esses valores foram bem mais elevados do .que 

no grupo de sementes germinadas em solução salina. 

Acidos nucleicos  

Os cidos nucleicos, em geral,  tin  comportamentos  di  

ferentes de acordo com o tratamento usado na germinação das 

sementes. Os cidos nucleicos totais, em cotilgdones do fei 

jio de corda serid6, decresceram continua e acentuadamente a  

tí  o final do experimento, nas sementes germinadas em solução 

não  Salida.  Para as sementes germinadas em solução salina, os 

gcidos nucleicos totais decresceram atg o 59  dia de germina 

cão, quando então permaneceram constante  at  o ultimo dia (Ta 

bela IV, Figura 9). 0 cido desoxirribonucleico  (DNA)  dos  co- 



TABELA  III.  Atividade proteolftica total e especifica em cotilgdones de sementes do fel 

jao de corda serid6 CVigna sinensis (L) Savi) germinadas em solução salina (S) e não sa 

una (C). 0 potencial de água da solução salina (4)NaC1)  foi de -4,3 bar e o da não  sail  
na foi de 0 bar. Na  protease  6,0 usou-se caserna como substrato e o  pH  durante o ensaio 

foi de 6,0, enquanto que para a  protease  3,5 usou-se hemoglobina como substrato e o pH  

durante o ensaio foi de 3,5. 

Pr tease 6,0 Protease 3,5  
Dias de Atividade total 
germi- (AA750 . c0t-1 h-1) 
nação C 

Atividade especifica 
(AA750  . h*  mg prot-1) 

C 

Atividade total 
cot-1. h-1) (4A750,' 

C  

Atividade especifica 
(AA750  . h* mg prot

-1) 

C 

O 1,15 1,15 0,046 0,046 1,40 1,40 0,056 0,056 

1 2,00 1,70 0,081 0,068 2,00 2,00 0,081 0,080 

3 2,30 2,10 0,111 0,086 2,13 2,00 0,103 0,082 

5 2,63 2,13 0,149 0,095 2,50 2,50 0,142 0,111 

7 2,48 2,64 0,225 0,126 2,23 2,48 0,202 0,120 

9 1,27 2,57 0,295 0,160 0,92 2,41 0,214 0,150 
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DIAS DE GERMINAÇA0 

Figura 7 - Atividade proteolftica total em cotiledones de se-

mentes do feijão de corda serid6 (Vigna sinensis 

(L) Savi) germinadas em solução salina (S) e não 

salina (C). 
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Figura 8 - Atividade proteolitica especifica em cotiledones 

de sementes do feijão de corda seridO (Vigna si- 
nensis (L) Savi) germinadas em solução salina (S) 

e não salina (C). 



TABELA IV. Ácidos nucleicos totais, cido 

cleico  (RNA)  em cotiledones de sementes do 

(L) Savi) germinadas em solução salina CS) 

solução salina (11) 
NaCl  foi de -4,3 bar e o - 

desoxirribonucleico  [DNA)  e. cido ribonu 

feijão de corda seridO CVigna sinensis  

e não salina (C). 0 potencial de água da 

da não salina foi de 0 bar. 

Dias de 
germina 

cão 

Ácidos nucleicos totais 
(pg/cot)  

DNA 
(pg/cot) 

RNA 
(pg/cot) 

C S c 

0 446,6 446,6 137,2 137,2 309,4 309,4 

1 406,9 404,5 139,8 131,8 267,1 272,7 

3 330,6 319,1 131,7 126,3 198,9 192,8 

5 259,9 259,9 68,0 82,1 191,9 177,8 

7 188,9 244,9 54,7 71,8 134,2 173,1 

9 79,1 232,4 37,0 79,2 42,1 153,2 



DIAS DE GERMINAÇÃO 

Figura 9 - Ácidos nucleicos totais em cotiledones de sementes 

do feijão de corda seridO (yigna sinensis (L) Savi) 

germinadas em solução salina (S) e não salina (C) . 
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tiledones do grupo controle, apresentou-se mais ou menos  cons  

tante nos tres primeiros dias de germinação, decrescendo, a-

centuadamente, entre o terceiro e quinto dias, e continuando 

a decrescer, com menos intensidade, nos demais dias do perfo 

do experimental (Tabela IV, Figura 10). Em cotiledones oriun 

dos de sementes germinadas em solução salina, o  DNA (Tabela 

IV, Figura 10) tambgm mostrou-se mais ou menos constante nos 

tres primeiros dias de germinação, apresentando uma queda  en  

tre o terceiro e o quinto dias, e permanecendo constante nos 

demais dias. 0 cido ribonucleico  (RNA)  de cotiledones oriun 

dos de sementes germinadas em solução não salina (Tabela IV, 

Figura 11), decresceu durante todo o  period°  de germinação, 

enquanto que, para sementes germinadas em solução salina (Ta 

bela IV, Figura 11), este decrescimo ocorreu  at  o terceiro 

dia, quando, então, o nfvel de  RNA  permaneceu mais ou menos 

constante ate o final do experimento. 

Ribonuclease 

Para a determinação das condigOes Otimas de ensaio 

da ribonuclease, foram testados vãrios  pHs,  tempos e tempera 

turas de reação, bem como determinada a relação enzima-subs  

trato. Todos esses parâmetros foram testados em extratos de 

cotiledones de sementes com 5 dias de germinação. A atividade 

ribonuclegsica total alcançou um máximo em  pH  5,2, indicando 

ser este o  pH aim°  para a,aludida reação enzimaica (Figura 

12). A atividade desta enzima apresentou-se crescente com o 

aumento do tempo e da temperatura usados na incubação (Figura 

13). Na temperatura de 409C e no tempo de vinte minutos, esta 

atividade apresentou uma maior linearidade com tendência a 

uma reta, razão pela qual foram escolhidos para os ensaios  en  

zimãticos. A fim de que a reação enzim6tica se desenvolvesse 

na presença de excesso de substrato, foi determinada a rela- 
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3 5 7 

DIAS DE GERMINAÇÃO 

Figura 10 - Acido desoxirribonucleico  (DNA)  em cotiledones de 
sementes do feijão de corda ser1d6 (Vigna sinen-
sis (L) Savi) germinadas em solução salina (S) e 
não salina (C). 
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DIAS DE GERMINAÇÃO 

Figura 11 - Acido  ribonucleic° (RNA)  em cotiledones de semen-
tes do feijão de corda serid6 (Vigna sinensis  (L) 
Savi) germinadas em solução salina (S) e não  sail  
na (C). 
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Figura 12 - Variação da atividade ribonucleisica de cotiledo 

nes de sementes do feijão de corda serid6 (Vigna 

sinensis (L) Savi) em função do  pH.  
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Figura 13 - Variação da atividade ribonucleãsica de cotiledo 

nes de sementes do feijão de corda seridii (Vigna  

sinensis (L) Savi) em função da temperatura e do 

tempo de ensaio. 
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Figura 14 - Variação da atividade ribonucieisica de cotilit-do 
nes de sementes do feijão de corda serida (Vigna  

sinensis (L) Savi) em função da concentração de 

substrato  (RNA).  
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gio enzima-substrato. Pela curva obtida ficou estabelecida a 

relação de 3,5mg de substrato  (RNA)  para 0,2m1 do extrato, em 

um volume total de 2,5m1 (Figura 14). 

A atividade ribonuclegsica total nos cotilgdones (Ta 

bela V. Figura 15), de sementes germinadas em solução não sa 

una, cresceu  at  o quinto dia, quando atingiu o seu valor mg 

ximo. Deste dia  at  o final do experimento ela decresceu uni 

formemente. Para sementes germinadas em solução salina, a ati 

vidade ribonucleisica total aumentou gradativamente  at  o Li 

nal da germinação (Tabela V, Figura 15). A atividade especifi 

ca apresentou valores mais elevados nas sementes germinadas 

em água do que nas germinadas em solução salina. Esta ativida 

de cresceu no controle,  at  o quinto dia de germinação, quan 

do permaneceu constante  at  o final do  experiment°.  Em con-

traste, a atividade especifica em cotilgdones de 'sementes ger 

minadas em solução salina cresceu durante todo o período expe 

rimental (Tabela V, Figura 16). 
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TABELA V. Atividade ribonuclegsica total e especifica em  co  

tilgdones de sementes do feijão de corda seridO (Vigna si- 

nensis (L) Savi) germinadas em solução salina (S) e não sali 

na (C). 0 potencial de ggua da solução salina (4) 
NaCl 

 foi de 
-.  

-4,3 bar e o da não salina foi de 0 bar. 

Dias de 
Atividade  total Atividade especifica 

germina (U.A. x cot-ix h-1) (U.A. x h-lx  mg prot-1) 
gio C  - C 

O 1818,0 1818,0 270,0 270,0 

1 5730,0 4704,0 645,0 570,0 

3 8760,0 6583,5 1080,0 690,0 

5 14760,0 9993,5 2215,0 1080,0 

7 12690,0 11376,0 2226,0 1320,0 

9 9035,0 13750,5 2152,5 1605,0 
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DIAS DE GERMINACAO 

9 

Figura 15 - Atividade ribonuclegsica total em cotilgdones de 

sementes do feijão de corda serid6 (Vig114  sinen-
sis (L) Savi) germinadas em solução salina (S) e 

não salina (C). 
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Figura 16 - Atividade ribonucleisica especifica em cotiledo 

nes de sementes do feijão de corda serid6 (Vigna 
sinensis (1,) Savi) germinadas em solução salina 

(S) e não salina (C). 



DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 

0 efeito inibitOrio de vgrios compostos quimicos, em 

particular do NaC1, sobre a germinação de sementes, tem sido 

observado por vgrios pesquisadores (Uhvits, 1946; Manohar g 

Heydecker, 1964; Manohar, 1966'; Jingar, 1967). Este efeito, em 

sementes do feijão de corda seridO (Vigna sinensis (L) Savi), 

foi tanto maior quanto maior foi a concentração de NaC1 usado 

(Tabela I, Figuras 1 e 2). Isto pode ser explicado, tendo em 

vista que o aumento da salinidade provoca um abaixamento do 

potencial de água da solução externa  (Black,  1968) acarretan 

do uma diminuição da absorção de água e consequentemente a  re  

dugio da velocidade e.percentagem de germinação ( Prisco g  

O'Leary,  1970a). 0 aumento da salinidaae no meio externo  tam  

bém favorece uma maior absorção de sal, possibilitando, em 

consequencia, a manutenção do gradiente de potencial de ggua 

entre a semente e o meio  (Bernstein,  1961, 1963). Este ajusta 

mento osmaico da semente pode ter efeitos diversos no metabo 

lismo e consequente desenvolvimento da plantula. Em baixo ni 

vel salino (-I bar), a quantidade de sal absorvida parece ter 

tido um efeito promotor no metabolismo da semente, evidencia 

do pelo maior desenvolvimento da plantula (Tabela I, Figura 

2), enquanto que, em altos niveis de NaC1, ela parece ter ti 

do efeito oposto. 0 decréscimo na percentagem de germinação e 

no tamanho das plantulas observado a medida que o NaCl1 dimi 
nui (Tabela I, Figura I e 2) esta de acordo com a literatura 

estudada (Uhvits, 1946; Strcgonov, 1964; Prisco g  O'Leary,  

1970a). 

0 comportamento das proteinas cotiledongrias das se 

mentes germinadas em solução não salina (Tabela II, Figuras 

3, 4 e 5) foi semelhante ao encontrado por Ainouz et  al  (1972) 

em sementes da mesma especie e por Oota et  al  (1953) em  semen  

tes de Vigna sesquipedalis. 0 decréscimo continuo das fragaes 
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proteicas total, insollivel e soltivel, foi coerente com o fa  

to, jg conhecido, de que durante a germinação de sementes hg 

uma hidrOlise das proteínas de reserva em compostos menores 

que sio translocados dos Orgios de reserva para as zonas de 

crescimento, quando, então, são utilizados para a síntese de 

novos compostos (Beevers, 1968). Para sementes germinadas em 

condições salinas, estas frações proteicas (Tabela II, Figu 

ras 3, 4 e 5), embora tenham decrescido durante a germinação, 

este decrescimo ocorreu bem mais suavemente do que nas  semen  

tes germinadas em condições não salinas. Isto indica um efei 

to inibitõrio do NaC1 na mobilização das reservas proteicas 

da semente. 0 aumento gradativo do N-amino  soltivel dos cotile 

dones  at  o setimo dia no tratamento salino, pode ser inter  

pretado como o resultado da inibição da translocagio dos  pro  

dutos de hidrOlise dos cotilédones para o eixo. Por outro  la  

do, o aumento de N-amino  soillvel  at  o terceiro dia, com pos 

tenor decréscimo, em sementes germinadas em solução não sali 

na (Tabela II, Figura 6), evidencia a intensa hidrOlise das 

proteínas, bem como o transporte do material hidrolizado. Es 

te comportamento foi também constatado por Yomo g Srinivasan 

(1973) em cotiledones de Phaseolus vulgaris. 

Durante a germinação, as proteínas de reserva são 

quebradas por enzimas proteolíticas em compostos menores (gci 

dos aminados e/ou peptideos) que sio translocados para zonas 

de crescimento (Soedigdo g  Gruber,  1960). A mobilização de  re  

servas proteoliticas em sementes durante a germinação foi es 

tudada em especies diferentes e por vários autores  (Marcus  g  

Feeley,  1965; Beevers, 1968;  Kahane  g Poljakoff-Mayber, 1968; 

Cruz et  al,  1970; Palmiano g  Juliano,  1972; Yomo gSrinivasan, 

1973;  Harvey  k  Oaks,  1974), sendo o comportamento das enzimas 

proteoliticas durante o processo germinativo uma função da es 

pecie e das condições de germinação. Henshall g  Goodwin  (1964) 

encontraram pequenas variações na atividade proteolitica em 
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cotiledones de sementes de ervilha durante a germinação, jg  

Irving  g  Fontaine  (1945) observaram um aumento constante da 

atividade em sementes de amendoim, enquanto que  Wiley &Ashton  

(1967) determinaram que em Curcubita  maxima  hg um aumento da 

atividade proteolftica  at  o terceiro dia de germinação, se 

guido por um decifnio. 0 aparecimento de um mgximo na ativida 

de proteolftica em sementes do feijão de corda serid6 germina 

das em solução não salina (Tabela  III,  Figura 7) esta em de 

sacordo com os estudos de Beevers (1968) em sementes de  amen  

doim que obteve resultados semelhantes aos de  Irving  &  Fontaine  

(1945). Nossos dados estio de acordo com os resultados obti 

dos com a mesma especie-  (Airibuz et  al,  1972) e com arroz (Cruz 

et  al,  1970). Este aumento atg um valor mgximo, sugere uma a 

tivagio das proteases pri-existentes nas sementes secas ou 

síntese de novo destas enzimas, motivadas pela absorção de 

6gua. 

0 declínio dessa atividade a partir do 59  dia de ger 

minagio estaria relacionado com a prOpria diminuição das  pro  

ternas cotiledongrias, as quais mostraram-se decrescentes ao 

longo da germinação (Tabela II, Figuras 3, 4 e 5).  Alen' dis 

to, e tendo em vista que, durante a germinação 116 sintese de 

inaeras enzimas  (Mayer  & Poljakoff-Mayber, 1963), g possivel 

que esta queda em atividade esteja relacionada com a diminui 

gio de síntese de  protease,  uma vez que o início do declfnio 

da atividade ocorre no mesmo dia que se iniciou o declínio do 

N-amino  solUvel (Tabela X, Figura 6). Para sementes germina 

das em solução salina, embora tenha havido efeito inibitOrio 

do NaC1 sobre a mobilização das reservas proteicas da semente 

(Tabela II, Figuras 3, 4 e 5), esta inibição não pode ser cor — 
relacionada com a atividade proteolftica (Tabela  III,  Figura 

7). Quando muito, podemos admitir que a salinidade provoca 

uma ligeira inibição da atividade proteolftica nos primeiros 

5 dias de germinação, no caso da  protease  6,0. A comparação 
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dos valores de atividade especifica nos dois tratamentos (Ta 

bela  III,  Figura 8) parece, a primeira vista, ser contraditO 

rio com o que acabamos de afirmar, pois esta atividade mi 

bida pela salinidade. Esta inibição g  devida não a uma diminu 

igio em atividade enzimgtica causada pelo sal, mas a um maior 

teor de proteínas existente nos cotiledones das sementes ger 

minadas em solução salina (Tabela II, Figuras 3, 4 e 5), ob-

tendo-se, como consequência, menores valores de atividade es 

pecifica neste tratamento. Os dados obtidos sugerem que o e 

feito inibitOrio da salinidade na mobilização das - reservas 

proteicas da semente esta mais relacionado com a inibição da 

translocagão dos produtos d6 hidrOlise do que com a inibição 

da atividade proteolitica. 0 actimulo dos produtos de hidrOli 

se, portanto, poderia afetar a mobilização das reservas, ba 

seado, simplesmente, na lei de ação das massas. 

0 comportamento dos ácidos nucleicos em cotiledones 

de sementes em germinação tem sido muito controvertido, isto 

porque ha uma diversificação deste comportamento, dependendo 

da especie considerada e das condições de germinação. Em se 

mentes de feijão de corda serida (Vigna sinensis) germinadas 

em condições não salinas, os teores de acidos nucleicos to 

tais e  RNA  (Tabela IV, Figuras 9 e 11) decresceram ao longo 

da germinação  at  o Ultimo dia do experimento. 0 teor de 6ci 

do desoxirribonucleico  (DNA)  permaneceu mais ou menos constan 

te ate o terceiro dia de germinação, quando então experimen 

tou um decrescimo ate o final do experimento (Tabela IV, Figu 

ra 10). Isto mostra que durante o processo germinativo os aci 

dos nucleicos dos cotiledones da citada especie parecem ser 

hidrolizados a compostos mais simples, como mononucleotideos  
(Barker  g Hollinshead, 1967; Tuve g Anfinsen, 1960;  Markham  g 

Strominger, 1956). 0 comportamento apresentado pelos cidos 

nucleicos totais do feijão de corda seridO esta de acordo com 

aquele encontrado por Oota et  al.  (1953) em  Vii  a sesquipeda- 
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lis. Como os cidos nucleicos totais se apresentaram em maior 

concentração no inicio da germinação, pode-se estabelecer que 

os mesmos se encontram estocados na semente seca e que com a 

embebigio de água pela semente as enzimas responsáveis pela 

mobilização destes compostos são ativadas e iniciam o proces  

so  de hidrOlise. 0 nível de  RNA  (Tabela IV, Figura 11) e in-

versamente proporcional a atividade ribonuclegsica (Tabela V, 

Figura 15) ate o quinto dia de germinação. ApOs este dia a a 

tividade ribonuclegsica declina. Um pico mgximo de atividade 

no quinto dia de germinação tambem foi encontrado por  Barker  

g Hollinshead (1967) em cotiledones de Pisum arvense. Entre-

tanto,  apes  um declínio ate o oitavo dia de germinação, expe 

rimentou nova ascensão. 0 comportamento do sistema RNA-RNase, 

no presente estudo, parece indicar uma ativação e, possivel- 

mente, síntese de ribonuclease ate o quinto dia de germina- 

ção, período em que sua atividade e  maxima.  Entretanto, como 

os produtos de hidrOlise vão sendo transportados para as zo-

nas de crescimento da plgntula, a síntese de ribonuclease se 

ria impedida, refletindo-se, consequentemente, na sua ativida 

de. Isto e fortalecido pelo comportamento da atividade especí 

fica (Tabela V, Figura 16), que se mostra crescente ate oquin 

to dia de germinação para, em seguida, permanecer constante. 

0 comportamento dos cidos nucleicos totais, RNA, 

DNA  (Tabela IV, Figuras 9, 10 e 11) e da atividade ribonucleg 

sica (Tabela V, Figuras 15 e 16), para as sementes germinadas 

em solução salina, foi bastante diferente daquele observado 

em sementes germinadas em ggua. A ação do NaCl parece inibir 

a atividade e/ou síntese de ribonuclease. Isto ocorre princi 

palmente a partir do terceiro dia de germinação, quando o  ní  

vel de  RNA  permanece constante. 0 fato de que a atividade ri 

bonuclegsica permaneceu crescendo ao longo do experimento, su 

geriria que o NaC1 agiu retardando a ativação e/ou síntese 

desta enzima, o que justificaria os níveis mais baixos da ati 

vidade específica (Tabela V, Figura 16) para as sementes ger 
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minadas em solução salina. 

A ribonuclease tem sido estudada em virias espécies 

de vegetais  (Kessler  g Engelberg, 1962; Tuve gAnfinsen, 1960; 

Frisch-Niggemeyer g Reddi, 1957;  Shuster,  1957) e as proprie 

dades da enzima do feijão de corda seridO parecem muito seme 

lhantes as de enzimas encontradas em outras especies. O  pH-6 

timo, entre 5,0 e 6,0 (Figura 12), encontrado para a ribonu- 

clease de Vigna, sinensis (L) Savi comparável com os valores 

de pH-atimo citados para a ribonuclease da folha de ervilha  

(Holden  g Pine, 1955), da folha de fumo (Frisch-Niggemeyer g 

Reddi, 1957) e de espinafre (Tuve g Anfinsen, 1960). Vieira 

et  al.  (1972) encontraram doi's miximos de  pH,  um em 5,0 e ou 

tro em 6,0, para esta mesma especie, sugerindo a existência 

de duas ribonucleases. Todavia, no presente estudo, o mesmo 

não ocorreu, sendo possível que esta discrepância seja devida 

ao fato dos citados autores terem usado extrato purificado, 

enquanto que, neste trabalho, foi usado extrato bruto. A tem 

peratura, o tempo de ensaio e a relação enzima-substrato (Fi 

guras 13 e 14) foram, basicamente, semelhantes aos usados  pa  
ra outras ribonucleases vegetais  (Shuster,  1957; Tuve 
Anfinsen, 1960). 
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