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E ja existem nos processos tantas dificuldades. .
Alguns verio e julgardo com a alma

Outros verdo e julgardo com a alma que eles ndo t3m
Ouvirdo apenas dizer...

Sera belo e sera ridiculo

Havera quem mude com os ventos

E haverd quem permanega na pureza dos rochedos
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risonho

Escutando verdades e mentira
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Que as dguas mais turvas contém 4s vezes as pérolas mais
belas
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1-RESUMO GERAL

O nitrogénio ¢ o nutriente mais limitante para o crescimento das plantas,
especialmente em sistemas agricolas. As plantas normalmente adquirem
nitrogénio do solo em uma forma inorgénica. Na auséncia de um suprimento
adequado de nitrogénio do solo, algumas espécies de leguminosas sdo capazes
de formar uma associagdo simbiética com bactérias fixadoras de nitrogénio
conhecidas como rizébio. Através desta simbiose, a planta € capaz de obter
parte ou todo o nitrogénio requerido para seu crescimento.

O crescimento e o rendimento de leguminosas produtoras de grédos,
dependentes da fixagdo bioldgica de nitrogénio, sdo o resultado da distribuigdo
e utilizagdo dos compostos dependentes das interagdes entre a planta ¢ a
estirpe de rizobio, provenientes da associagdo simbidtica. Para a soja, a
eficiéncia da fixagdio simbidtica tem sido relacionada com a proporgdo de
ureidos na seiva xilematica e a partigdo destes para os frutos e grdos. Tendo
em vista a importincia desta cultura para o Brasil, tém-se buscado um melhor

entendimento da fisiologia desta cultura, principalmente no que diz respeito a
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assimilagdo, transporte e distribuigdo dos compostos nitrogenados oriundos da
fixagdo simbidtica.

Visando o estudo de distribuicio dos compostos nitrogenados
provenientes da associagdo simbidtica, em um dos periodos mais criticos do
ciclo desta cultura, a fase de enchimento de graos, fez-se uso de compostos
nitrogenados enriquecidos com o radiosdtopo 1%C. Os compostos '*C-ASN,
4C-ASP, “C.GLN e “C-GLU foram adquiridos comercialmente, enquanto
que a “C-ALN foi obtida através do enriquecimento por meio de sintesé
quimica. Foram feitas modificagdes do processo de sintese de ALN, a partir da
condensago do éster etilico do acido dicloroacético e uréia, com aumentos
significativos do rendimento, o que resultou em um processo passivel de
patente.

Os compostos nitrogenados enriquecidos com MC foram aplicados
através da via fluxo transpiracional. As plantas supridas com ALN mostraram
uma intensa marcagdo nas folhas mais novas, com pouca marcagéo nas folhas
mais velhas. A ASN e a GLN apresentaram uma menor intensidade de
marcagio nas regides internervais das folhas mais novas e nas folhas mais
velhas, quando comparados com aquelas das folhas intermediarias. Este
padrio de marcagdo sugere, assim, que O “C pdo chega em grandes
quantidades nas folhas mais novas quando se fornece GLN e ASN.

Os aminoacidos dicarboxilicos (**C-GLU e '*C-ASP) mostraram forte
marcagio nas folhas mais novas quando comparados com as amidas
correspondentes.

Nos frutos em inicio da formagfio, a porcentagem de recuperagdo da
ALN, marcada nas vagens das plantas, nfo diferiu estatisticamente das amidas

e aminoacidos, apesar das taxas de transferéncias, de todos os compostos
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nitrogenados, diminuirem com a fase de maturagdo, assim mesmo, os ureidos
mostraram-se superiores, demonstrando sua importincia para a nutrigdo
nitrogenada das vagens. A distribuigdo, dos compostos nitrogenados
enriquecidos com *C, nos grios foi semelhante para todos os compostos
testados. Os grdos em formagdo mostraram uma alta porcentagem de
recuperagdo para a amida asparagina, declinando bruscamente com o
amadurecimento. J4 a ALN, mostrou uma distribui¢do similar em todas as
fases de desenvolvimento dos grdos. Estes resultados corroboram a hipétese
de que os ureidos sdo capazes de manter um adequado suprimento de
nitrogénio, necessario ao desenvolvimento das vagens e sementes, resultando

em melhores indices de colheita.



1.1 - GENERAL ABSTRACT

Nitrogen is the most limiting nutrient to plant growth, especially in
agricultural systems. Plants normally acquire nitrogen from the soil in
inorganic form. In the absence of an adequate supply of available soil
nitrogen, certain leguminous species are capable of forming a symbiotic
association with nitrogen fixing microorganism. Through this symbiosis, the
plant is able to obtain part or all of the nitrogen required for plant growth.

Growth and seed yields of grain legumes depending on biological
nitrogen fixation are the result of interactions between plant cultivars and
rthizobium strains, which affect the intake, distribution, and utilization of
nitrogen compounds produced in the nodules. For soybean, biological nitrogen
fixation efficiency has been related to ureide contents in xylem sap and, the
partitioning of these compounds for pod and seed production. Due to the
importance of this crop to Brazil, research efforts have been directed to the

comprehensive understand of the physiology of this plant, mainly respect to



the assimilation, transport and distribution of the nitrogeneous compounds
provenient from the symbiotic fixation.

The study of the distribution of nitrogen compounds exported from the
nodules, in one of the most critical periods of the life cycle of this crop that is
grains development was achieved by the use of MC enriched tracers. The
compounds “C-ASN, MC-ASP, “C-GLN and "“C-GLU were commercially
purchased, while MC.ALN was obtained through chemical synthesis and
labelling. Modifications were made in the process of ALN synthesis, starting
from the condensation of the diethoxyaceti acid ethyl ester and urea. An
increase in the yield was observed and the process is passible of patent.

The '*C labeled nitrogen compounds were applied through the excised
shoots of uniform plants. The plants supplied with ALN showed intense high
densities of labeling in young leaves, with much less retention in older leaves.
The ASN and GLN reaveled less retention of label in interveinal regions of
young leaves and old leaves, when compared with middle leaves. This pattern
suggests that 1C do not arrive in any great amounts in the young leaves of the
meristematic regions when GLN and ASN are supplied.

The dicarboxylic amino acids (**C-GLU and 14C-ASP) showed heavier
labeling in regions of young leaves than their corresponding amides.

During pod development period, the percentage of recovery of ALN in
pods walls did not differ statistically of that showed by amides and amino
acids, in spite of the rates of transfers. The transference of nitrogenous
compounds studied, decreased with pod maturation, even so, the ureides
showed a somehow superior rates of transference, demonstrating its
importance to the nitrogen nutrition of the pods. The distribution of the

nitrogenous compounds labeled with MC to the grains was similar for all the



compounds tested. Developing grains showed a percentually higher recovery
when asparagine was supplied declining abruptly with the maturation. ALN
however showed a homogenous distribution for all the phases of grain
development. These results seem to corroborate the hypothesis that ureides are
capable of maintaining an appropriate supply of nitrogen, during the
development of the pods and seeds, resulting in better harvest indexes than

other forms of nitrogenous compounds.



2 - INTRODUCAO GERAL

A soja é uma cultura que apresenta grande demanda de nitrogénio (N)
devido, particularmente, ao teor protéico elevado dos grdos, de cerca de 40%.
A importancia da soja como fonte de dleo e proteina, € a sua habilidade de se
desenvolver simbioticamente com bactérias fixadoras de nitrogénio, em solos
com baixos teores deste nutriente, da a esta cultura o “status” da mais valiosa
leguminosa produtora de grios no mundo (Keyser & Fudi Li, 1992). A soja ¢
a cultura anual de maior importincia econémica para o Brasil. Responsavel
por 16,9% da produgdo mundial (FAO, 1993), o pais, em pouco menos de
duas décadas, se tornou o segundo maior produtor ¢ exportador mundial desta
leguminosa.

Segundo Nishi & Hungria (1996), para um elevado
aproveitamento do nitrogénio do ar pela simbiose, ¢ indispensavel a
inoculagdo com estirpes de rizobio de elevada efici€ncia e competitividade.
Embora a selegio de estirpes mais eficientes e competitivas venha sendo

realizada desde os primordios da introdugdo dessa cultura no Brasil



(Dobereiner et al., 1970), ainda existe grande potencial para incrementar os
niveis de produtividade da soja, via fixagdo biologica de nitrogénio (FBN),
pela sele¢do de estirpes com maior eficiéncia de conversdo do N, a amonia
(Peres et al., 1984; Neves et al., 1985; Vargas et al., 1992; Hungria et al.,
1994).

A amoénia é o primeiro produto estavel da nitrogenase para as
leguminosas estudadas até o momento (Akao, 1991). Ap6s um longo periodo
de controvérsias sobre o papel das enzimas de assimilagio de amdnia
(glutamato  desidrogenase, glutamina sintetase e glutamato sintase)
(Rawsthorne et al., 1980), foi demonstrado que amdnia é excretada dos
bacterdides ¢ assimilada diretamente como GLN no citossol das células
hospedeiras via glutamina sintetase/glutamato sintase (Ohyama, 1980). Apesar
do GLU e da GLN serem os substratos para a assimilagdo da amonia
produzida pela fixagdo bioldgica, espécies de leguminosas diferem na
composigio dos compostos nitrogenados exportados pelos nodulos. Em
muitas leguminosas de clima temperado a composigdo da seiva xilematica ¢
principalmente a ASN, enquanto que para as leguminosas tropicais noduladas
os ureidos, constituem, respectivamente, as principais formas de nitrogénio
translocadas para a parte aérea (Goi & Neves, 1982; Atkins, 1991). A ASN
nas leguminosas de clima temperado esti usualmente presente em maior
concentragdo, e a composi¢do da seiva ndo ¢ alterada significativamente em
fungdio da forma de nitrogénio (N;, NO5', aménia ou uréia) utilizada pela
planta (Sawazaki, 1986).

Aspectos relacionados com a assimilagdo, translocagdo e partigdo de
compostos nitrogenados em leguminosas noduladas, tem sido objeto de

numerosos estudos (Thomas ef a./., 1980; McNeil et al., 1979, Rainbird et al.,



1984; Yoneyama, 1984a; Yoneyama, 1984b; Neves et al., 1985; Atkins, 1991;
Shelp & Silva, 1990; Rossum et al., 1993; Santos et al., 1996). No caso da
soja, existem diferengas significativas na distribuigdo e metabolismo,
dependendo da fonte de nitrogénio utilizada pela planta (Yoneyama, 1984a;
Shubert, 1986; Neves & Hungria, 1987). Para esta cultura, o transporte de
nitrogénio originado da fixagdo simbidtica, sob a forma de ureidos, parece
alterar a partigdo do nitrogénio na parte aérea favorecendo a produgéo de
sementes, e de fato, Neves et al. (1985) e Hungria et al. (1987), comparando o
efeito de estirpes de Bradyrhizobium em soja, observaram que as bactérias que
aumentaram a taxa de transporte de nitrogénio como ureido apresentaram
indices de colheita superiores.

Varios autores tém estudado o metabolismo do nitrogénio em
leguminosas produtoras de ureidos (Yoneyama, 1984a; Atkins ef al., 1982,
Atkins, 1991; Shelp & Silva, 1990). Quantidades superiores de ureidos foram
encontradas nos orgdos de plantas de soja (exceto semente) associadas a
bactérias fixadoras de nitrogénio em comparagdo com plantas ndo noduladas e
cultivadas com N-mineral (Fujihara et al, 1977). Rainbird et al. (1984)
demostraram, por outro lado, que os ureidos ndo tém um papel direto na
nutrigdo nitrogenada dos grdos. Esses autores concluiram que a GLN, e em
seguida, a ASN fornecem a maior parte do nitrogénio para o desenvolvimento
da semente em plantas de soja. Peoples ef al. (1985) também observaram
resultados semelhantes em caupi, atribuindo aos ureidos, o papel de
fornecedor de nitrogénio para a sintese de aminoacidos supridos
inadequadamente para as vagens.

O destino dos varios compostos nitrogenados na parte aérea das

plantas depende da seletividade na distribuigdo lateral, durante o transporte



ascendente pela seiva xilematica (McNeil et al., 1979, Pate, 1980). Em soja, o
nitrogénio marcado fornecido na forma de "’N-GLN e N-ASN, mostrou
grande retengdo no caule e peciolos (Yoneyama, 1984a). No estagio de
enchimento das vagens houve pouca transformagdo e retranslocagdo dessas
amidas para os grios. Com os ureidos, no entanto, observou-se intensa
transferéncia e metabolizagdo, tanto nas folhas jovens, como nas vagens
(Yoneyama, 1984b). E interessante notar que quando solugdes de °N-nitrato,
I’N-ASN ou "N-ALN em iguais concentragdes foram fornecidas pela via
transpiratoria para parte aérea de soja, mais nitrogénio foi acumulado nas
plantas tratadas com ALN em solugdo, indicando que o transporte da ALN de
alguma forma foi facilitado no conduto xilematico (Yoneyama, 1984a).

Em Lupinus albus, utilizando radioisétopos enriquecidos com 4c,
McNeil, et al. (1979) relataram um padréo de distribuigdo bem distinto, onde
observaram pequena retengdo pelo tecido vascular dos aminoacidos, ASP e
GLU que se acumularam nas regides ndo vasculares das folhas enquanto que
as amidas foram igualmente distribuidas, entre os tecidos vasculares e ndo
 vasculares.

Dessa forma, o uso cuidadoso e critico de radioisétopos € is6topos
estiveis se apresenta como uma ferramenta em estudos fisiologicos
relacionados com a distribuigéio € uso de compostos assimilados pela planta. A
maioria das substincias enriquecidas com os diversos is6topos pode ser
adquirida comercialmente. Contudo, para alguns casos, a sintese quimica € a
tinica maneira se obter tragadores especificos. A 2,7-"*C-ALN ¢ um exemplo,
onde uma sintese refinada deve ser empregada para que um composto de
baixo custo e de elevada pureza seja conseguido. Foram feitas modificagGes

do processo de sintese de ALN, a partir da condensagdo do éster etilico do



acido dicloroacético e uréia, com aumentos significativos do rendimento.

A comparagdo do padrdo de distribui¢do dos ureidos, amidas e
aminodacidos, compostos que sdo exportados pelos nddulos de soja, através do
uso de tragadores enriquecidos com "“C, pode ajudar a esclarecer a razio do
melhor aproveitamento do nitrogénio pelas plantas que o utilizam via FBN,
resultando em maiores indices de colheita, tal como observado por Neves et
al. (1985).



3 - CAPITULO 1

SINTESE DE 2,7-*C-ALANTOINA



3.1 - INTRODUCAO

Logo apds sua descoberta, os isotopos foram introduzidos nas
investigagdes cientificas, entre outros fins, para o estudo da nutrigdo ¢ da
fisiologia das plantas. O uso de tragadores tem facilitado os estudos sobre a
distribuigdo de substincias e, principalmente, a elucidagdo de wvias
metabolicas. Tais estudos dependem, porém, da disponibilidade do isotopo
estavel apropriado, bem como, serem possiveis os métodos de aplicag@o,
separagio ¢ detecgdo. Usos particulares tém sido feitos com is6topos
enriquecidos com H, “C, e *S, os quais possuem uma meia vida
relativamente longa, baixa energia e s3o emissores de particulas beta. Em
virtude do carbono ser o principal atomo na estrutura dos compostos
organicos, a maioria dos estudos com tragadores em bioquimica e fisiologia
vegetal envolvem substincias enriquecidas com C. De qualquer maneira, nas
investigagdes que envolvem a distribuigdo de compostos orgénicos de baixo

peso molecular, normalmente, ¢é requerida a marcagéo do isétopo em atomos



de carbono especificos, para que seja possivel o acompanhamento dessas
substincias. Freqiientemente, quando compostos contendo is6topos
radioativos ndo sdo disponiveis, usa-se da alternativa de sintese. A 2,7-'*C-
ALN é um bom exemplo, visto que esse tragador ndo é comercializado.

A ALN (5-ureidoidantoina) é produto da condensagdo quimica de duas
moléculas de uréia com uma molécula de um acido organico. Ela esta
estreitamente relacionada com muitas substancias nitrogenadas complexas que
existem em animais e plantas (Miall e Miall, 1953). Nos microrganismos, a
degradagdo dos ureidos produz uma variedade de fontes de nitrogénio para o
ambiente externo. Em mamiferos, a excegdo do homem e primatas, € o
produto final do metabolismo das purinas, resultando da oxidagdo do 4cido
trico (Conn e Stumpf, 1990).

A alantoina tem despertado um grande interesse das industrias de
cosméticos, da area biomédica e de fisiologistas vegetais. Esse derivado da
uréia apresenta interessantes propriedades cicatrizantes e anti-sépticas, motivo
pelo qual vem sendo adicionado a cosméticos e remédios (Hawley, 1975 &
The Merck Index, 1985). A alantoina, também forma complexos que sdo
farmaceuticamente ativos na terapia ¢ profilaxia do cincer. A importincia
desse composto para os fisiologistas vegetais se deve, principalmente, ao fato
de que vérias plantas da familia das leguminosas associadas a bactérias
fixadoras de nitrogénio, que reduzem o N, a amdnia nas raizes, exportam o
nitrogénio para a parte aérea, principalmente nesta forma (Atkins, 1991).
Alguns métodos de sintese de ALN encontram-se descritos na literatura,
porém apresentam limitagSes devidas ao seu alto custo de produgdo, como,
por exemplo, a sintese a partir da oxidagdo do 4cido urico, ou baixos

rendimentos, como no caso da condensagdo do édcido glioxilico (Hartman et



al., 1943). Dessa forma, estudos fisiolégicos e bioquimicos que necessitem
desse composto enriquecido com *C ficam comprometidos.

Zellner & Stevens (1939) patentearam um método para a sintese de ALN,
entretanto ela apresenta um rendimento de no maximo 45%, o que ainda pode
ser considerado baixo, quando do seu uso para obtengéo do composto marcado
2,7-C-ALN.

Este trabalho apresenta um melhoramento na metodologia de Zellner &
Stevens (1939), que resultou em um processo que é mais rapido, pratico e de
maior eficiéncia para a obtengdo da ALN, para aplicagdo em qualquer dos
usos em que este composto possa ser usado, dentre os quais, estudos de

fisiologia vegetal.



3.2 - MATERIAL E METODOS
Foi adquirida a patente americana para a sintese direta da alantoina,

através da reagdio de um mol do éster etilico do acido dietoxiacético com dois

moles de uréia, de acordo com a equagdo abaixo (Zellner & Stevens, 1939).

NH, HsCH,C— O, __O—CH,CHjs HoN N H H
O=<14 + o): + 214>=O H” N
)ko

NH2 O—CH2CH3 HaN \ o) N~ 14
3C,HsCH ll-l
uréia éster etilico do acido uréia alantoina

dietoxiacético

Preparacio do dietoxiacetato de etila

Em um baldo de fundo redondo de dois litros, equipado com
condensador de refluxo, foram adicionados 400 ml de etanol seco. Em

seguida, 32g (1,4 mol) de Na° foram acrescentados rapidamente, para que se
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dissolvesse sem a necessidade de aquecimento. Subseqiientemente, juntou-se,
gota a gota, a solugdo ainda quente, 34 ml (0,4 mol) de acido dicloroacético
durante um periodo de no maximo 15 minutos. O baldo foi mantido durante 3

horas, sob refluxo, com agitagdo, mantendo-se o banho a uma temperatura de

900C. Ao final da reagdo, o baldo foi resfriado rapidamente, e & solugado
fortemente agitada, adicionou-se suficiente solugdo HCl-alcoolica de forma a
persistir uma sobra de 0,2 mol de HCl. Foram utilizados 125 ml de solugéo
HCl-alcoolica (6,5 N). A solugdo permaneceu, entdo, 24 horas a temperatura
ambiente, sendo, apds esse tempo, neutralizada com etoxido de sodio
(somente foram neutralizados os 0.2 moles de HCl que ficaram em excesso).
Todo NaCl foi separado por filtragdo a vacuo. O dleo obtido da filtragéo foi
extraido num funil de separagfo, utilizando-se 4dgua e éter na proporgdo 1:1,
até serem obtidas duas camadas claramente visiveis. A fase orgénica foi
separada e a fase aquosa foi extraida novamente com éter etilico. As fragdes
organicas foram, entdo, secas com Na,SO, anidro, e o éter evaporado em um
evaporador rotatério. Apds a evaporagdo do éter, obteve-se 28 g do
dietoxiacetato de etila.

A série de rteagdes envolvidas na preparagdo do éster do

dietoxiacetato de etila, pode ser ilustrada da seguinte forma:

C,Hs0H + Na° » CyHsONa + H;
bl 0) 00 C,H
1,CHCOOH + 3C,HsON » (C,H50),CHC 2H5
Clz 2555 ) HCI-Alcodlico
ac. dicloroacético etoxido de dietoxiacetato de etila

sodio
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A alantoina, enriquecida com *C, foi obtida utilizando os reagentes na

ordem como descrita abaixo:

Reagentes empregados Quantidades

- dietoxiacetato de etila 9,5 mmoles

- uréia 25,0 mmoles

- uréia 0,1 mmol (50 uCi)
- Etoxietanol 1,5 ml (98%)
-HCl1 0,9 ml (37%)

Os reagentes acima foram aquecidos sob refluxo em um baldo de
fundo redondo de 250 ml em um banho de 6leo a 110° C por 10 horas.
Depois do periodo de refluxo, o baldo foi deixado em repouso até atingir a
temperatura ambiente. O produto foi filtrado a vacuo, lavado com porgdes de
1,0 ml de agua, depois por 1,0 ml de alcool e, finalmente, por 1 ml de éter. O

rendimento foi de 0,8 gramas, com uma atividade radioativa de 15 pCi.



3.3 - RESULTADOS

A alantoina foi sintetizada, em uma tnica etapa, através da condensagdo
direta da uréia com o dietoxiacetato de etila (composto dissubstituido do acido
acético). O tempo de condensagfo foi reduzido em 10 horas, e a permanéncia
em banho de gelo por 24 horas, como descrito na patente, apds o término da
reagdo, foi eliminada.

Os primeiros resultados positivos ainda mostraram alguma
contaminagfo (Figura 1), quando comparados com o espectro de RMN padréo
(Figura 2). Ja os tiltimos ensaios mostraram que a alantoina obtida pela sintese
é t40 pura quanto a vendida comercialmente (Figura 3), o que possibilitou a

~ e . . 14
sua marcagdo com uréia enriquecida com “C.
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Figura 1: Espectro de RMN (IH 200 MHz, DMSO), da alantoina
sintetizada, com alguns contaminantes apos o processo de purificagéo.
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Figura 2: Espectro de RMN ('H 200 MHz, DMSO) da alantoma padrao
Sigma.
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Figura 3: Espectro de RMN ('H 200 MHz, DMSO) da alantoina sintetizada
sem qualquer contaminagdo.

O espectro de RMN do dietoxiacetato de etila, quando armazenado
durante o periodo observado, 5 meses (Figura 4), mostrou que os efeitos de
oxidagdo ndo afetaram sua estrutura quimica, comparando-se com o espectro

deste composto logo apds a sua sintese (Figura 5).
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Figura 4: Espectro de RMN do dietoxiacetato de etila ('H 200 MHz,
CDCl;), ap6s um periodo de 5 meses de armazenamento.
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Figura 5: Espectro de RMN do dietoxiacetato de etila ('"H 200 MHz,
CDCl3), logo ap6s a sua sintese.
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3.4 — DISCUSSAO

A sintese de alantoina, a partir dos métodos descritos por Zellner &
Stevens (1939), mostrou-se invidvel ou com baixos rendimentos. A
condensagdo direta da uréia com acido dicloroacético ndo produziu o resultado
desejado. A sintese a partir de um mol dietoxiacetato de etila com dois moles
de uréia apresentou rendimentos pouco satisfatorios, o que levou a
modificagdes na presente metodologia.

A sintese do dietoxiacetato de etila foi simplificada e a sua eficiéncia
melhorada, em comparagdo com a metodologia original descrita por Wohl &
Lange (1908). A relagio molar uréia/dietoxiacetato de etila diminuiu de 3,9
para 2,6, ¢ o rendimento em alantoina foi acima de 65%, em relagdo ao
tedrico, 0 que Superou o processo com patente registrada junto ao servigo de
patentes dos Estados Unidos da América (Zellner & Stevens, 1939), que ¢ de

45%. O tempo de condensagdo foi reduzido em 10 horas, e eliminou-se a
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permanéncia em banho de gelo dos produtos por 24 horas, apds o término da
reagdo. A temperatura de condensagdo foi também reduzida em 10° Celsius.
Essas modificagdes, além de facilitarem o trabalho de manuseio dos
radioisotopos, proporcionaram uma redugdo no custo energético desta sintese.
A inovagdo da técnica de sintese da alantoina mostrou-se de bom éxito,
o que pode ser comprovado, comparando-se o espectro da alantoina padrdo
(figura 2) com o espectro da alantoina obtida pela sintese (figura 3), quando
ambos possuem a mesma identidade para esse composto. Este processo de
preparagdo da alantoina em uma unica etapa apresenta o aspecto positivo de
ndo ser necessario o isolamento de compostos intermediarios, como € o caso
do método proposto por Hartman et al. (1943).
Esta mudanga na técnica de obtengdo da alantoina, quando comparada com
outros métodos, apresenta vantagens, como o melhor rendimento (o
rendimento da alantoina obtida a partir do 4cido glioxilico é menor que 30%)
custo mais baixo, em comparagio com o método em que se usa o acido urico
oxidado em solugdo alcalina com permanganato de potassio (Hartman ef al.,
1943). O uso desse processo possibilita o enriquecimento da alantoina com
uma maior eficiéncia, tanto com C quanto com 5N, necessarios a diversos

estudos bioquimicos e fisiologicos.



3.5 - CONCLUSOES

e As modificagdes na metodologia de obtengdo do etil éster do écido
dietoxiacético proporcionaram uma forma mais fécil de preparagdo deste

composto, além de um aumento significativo no seu rendimento.

o A estabilidade do dietoxiacetato de etila possibilitou a produgdo desta
substancia em uma escala maior do que a necessaria, tornando possivel o

armazenamento para posterior uso, o que reduz, os custos de produgéo.

e As modificagdes na forma de condensagdo do dietoxiacetato de etila com
uréia (redugfio da quantidade de solvente e do agente condensante acido
cloridrico) proporcionaram uma redugdo nos custos de sintese da alantoina,
pois essas duas substincias sdo as que mais oneram este processo, quando da

produgio deste composto em uma escala maior.
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e As inovagdes na sintese quimica da alantoina produziram um composto
com alto grau de pureza. As possiveis contaminagdes, pelo menos ao nivel de

analises de ressondncia magnética nuclear (RMN), foram negligenciaveis.

e O aumento de eficiéncia na sintese da alantoina (de 45 para 65% do total
teoricamente possivel) possibilitou, entdo, o enriquecimento deste composto
com uma maior taxa de incorporagdo de *C proveniente da uréia, reduzindo,
dessa forma, os residuos radioativos que, direta ¢ indiretamente, elevam o

custo final de produg@o.



4 - CAPITLO II

4 - AVALIACAO QUANTITATIVA E QUALITATIVA DA
DISTRIBUICAO DOS COMPOSTOS NITROGENADOS "“C-ALN, “C-
GLN, “C-GLU, “C-ASN E “C-ASP EM SOJA INOCULADA COM A
ESTIRPE BR 33 DE B. japonicum



4.1 - INTRODUCAO

A forma pela qual o nitrogénio é transportado do local de
assimilagdo nas raizes para a parte aérea das plantas tem sido amplamente
estudada em uma grande variedade de plantas. Nitrato, aminoacidos, amidas e
ureidos tem sido reconhecidos como as principais formas de nitrogénio
presentes na seiva xilematica da maioria das plantas cultivadas (Mosquim &
Sodek, 1992).

Em soja, o nitrogénio proveniente da fixacdo biologica ¢
rapidamente transportado dos nédulos pela seiva xilematica (Neves &
Hungria, 1987), apesar da concentragdo de nitrogénio no tecido nodular ser
maior do que no tecido radicular. O nitrogénio presente nos nodulos pode
representar até 20% do nitrogénio total acumulado pela planta, dependendo
da fase de desenvolvimento (Neves, 1981).

Apesar do GLU e da GLN serem os compostos aminados primarios da
fixagdo de nitrogénio atmosférico, as espécies de leguminosas apresentam

diferengas na composigdo da seiva xilematica (Shubert, 1986). A maioria das
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leguminosas associadas a bactérias, que fixam o nitrogénio simbioticamente,
podem ser classificadas em exportadoras de amidas e exportadoras de ureidos,
baseando-se na composi¢do da seiva xilematica. As exportadoras de amidas
transportam principalmente ASN, GLN ou MeGLN, enquanto as exportadoras
de ureidos transportam ALN, acido alantéico ALA ou CIT (Tabela 1). Apesar
desses compostos serem os de maior propor¢do encontrados no xilema de
plantas que fixam nitrogénio simbioticamente, quantidades de outros
aminoacidos protéicos e ndo-protéicos estdo também presentes. Baixos niveis
de ALN e ALA ocorrem na seiva xilematica de leguminosas exportadoras de
amidas, enquanto que as amidas estio normalmente presentes na seiva de
leguminosas tropicais. A quantidade absoluta ¢ a proporgdo relativa, desses
solutos nitrogenados, varia com o desenvolvimento e fatores ambientais
(Schubert, 1986; Pate, 1989; Atkins, 1991; Santos et al., 1996).

Tabela 1: Compostos nitrogenados presentes na seiva xilematica de plantas
fixando nitrogénio.

Espécie de planta Principais compostos nitrogenados
Arachis hypogaea ASN, ALN, ALA

Vicia faba ASN, GLN

Vicia ervilia ASN, GLN

Pisum sativum ASN, GLN, HOM, ASP
Lupinus albus ASN, GLN

Vigna unguiculata ALN, ALA

Vigna mungo ALN, ALA

Vigna radiata ALN, ALA

Phaseolus vulgaris ALN, ALA

Glycine max ALN, ALA, ASN
Alnus rubra CIT

Albizzia lophantha 4-MeGLN

Fonte: Shubert (1986); Neves & Hungria (1987).
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A presenga de ALN e ALA na seiva xilematica de leguminosas tropicais
& um indicativo da fixagdo de N, dentro de um nimero de espécies (Peoples et
al., 1989; Herridge & Peoples, 1990; Atkins, 1991), mas os ureidos também
sio encontrados, independentemente da FBN, servindo como compostos de
estoque em leguminosas tropicais e em outras espécies, e ja foram detectados
na seiva xilematica de plantulas e plantas ndo fixando Ny, supridas ou
estressadas por nitrogénio mineral (Goi & Neves, 1987) e em menor
quantidade, na seiva de leguminosas exportadoras de amidas (McNeil & La
Rue, 1984; Pate, 1989; Schubert, 1986; Yoneyama & Kondo, 1990). Nestes
casos, os ureidos resultaram da oxidagdo das purinas, possivelmente, formados
durante a degradagdo de acidos nucleicos nos cotilédones, raizes ou tecidos
senescentes.

Comparando plantas de soja cultivadas sob condi¢des de FBN com
outras supridas exclusivamente com nitrogénio mineral na forma de NOs,
varios autores tém encontrado diferengas marcantes na composi¢do dos
compostos nitrogenados presentes 1o exudado xilematico (Yoneyama et al.,
1985). Em soja, os ureidos, alantoina e acido alantdico, sdo as principais
formas de nitrogénio transportadas pela via xilematica quando a planta cresce
totalmente dependente da FBN (Atkins, 1991). Nestas condigdes, Shelp &
Silva (1990), mostraram que OS ureidos representam a maior fonte de
nitrogénio para a parte aérea da soja durante o periodo vegetativo. Os
principais sitios de actmulo de ureidos em soja séo ramos, peciolos e pontos
de crescimento (Pate et al., 1980; Thomas et al., 1980), xilema dos tecidos dos
ramos ¢ paredes de vagens em desenvolvimento, sendo baixa a concentragdo

de ureidos nas sementes e folhas (Yoneyama & Ishizuka, 1982).
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Os ureidos sdo as formas mais eficientes de transporte de nitrogénio,
tanto em relagdo ao uso de carbono como em relagéo ao custo energético de
sintese (Schubert, 1986; Neves & Hungria, 1987). O aumento da produgédo e
transporte de ureidos em espécies de plantas onde o carbono possa ser um
fator limitante, é consistente com a teoria de que os ureidos sdo as mais
oficientes formas de transporte de nitrogénio. As leguminosas produtoras de
ureidos sdo reconhecidamente mais econdmicas no uso de fotoassimilados
quando comparadas com as exportadoras de amidas. Calculos feitos para
caupi demonstraram Ser necessarios o uso de 5,4g C por g de N fixado
enquanto para Lupinus sp. sao necessarios 6,9g C por g de N fixado. Estas
diferengas de eficiéncia ndo podem ser atribuidas arbitrariamente pelas
diferengas entre o custo de produgdo de ureidos ou amidas. Muitos outros
fatores, como diferengas nas taxas de evolugdo de Hy, reciclagem de H,, PEP
carboxilase, podem contribuir para este aumento na eficiéncia (Shubert, 1986).

O metabolismo e a utilizagio de ureidos ainda ndo estao bem
esclarecidos. Ha concordancia, porém de que ALN é catabolizada diretamente
para amdnia e CO, sem 0 envolvimento de uréia como intermediario (Winkler
et al., 1987; Winkler et al., 1988; Stebbins & Polacco, 1995) (Figura 6).

Estudos comparativos da distribui¢do de nitrogénio em plantas de
soja associadas com bactérias fixadoras de nitrogénio e N-mineral, por
Ohyama (1983) mostraram que as folhas ndo sdo necessariamente a principal
fonte de nitrogénio para os frutos quando o nitrogénio provém da fixagdo
biolégica, ao contrario do que acontece com plantas supridas com nitrato.
Yoneyama & Ishizuka (1982), mostraram que O nitrogénio proveniente da
FBN apos a floragdo ¢ utilizado preferencialmente para o crescimento das

regides reprodutivas, sendo que os ureidos parecem Ser metabolizados mais
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intensamente do que as amidas na casca da vagem de soja (Mosquim &
Sodek, 1992). Altos teores de ureidos foram encontrados nas vagens de soja,
principalmente no periodo de enchimento dos grdos (Gomes & Sodek, 1984).
Peoples et al. (1985) mostraram que os ureidos séo fornecidos para as vagens
de caupi por via xilematica, enquanto que as amidas sdo transportadas,
principalmente, por via floematica. Rainbird et al. (1984) observaram que,
embora os ureidos representem a maior fragdo do nitrogénio transportado na
seiva xilematica eles ndo desempenham o papel principal na nutrigdo do
embrio, sendo a GLN e a ASN as principais fontes de nitrogénio usadas pelo
embrifio de soja para a sintese protéica. Considerando os ureidos como a
principal fonte de nitrogénio para a vagem na fase inicial de seu
desenvolvimento, pode-se admitir o seu papel, nesta fase, como fornecedor de
nitrogénio para a sintese de aminoacidos essenciais ao crescimento dos graos.
Neves & Hungria (1987), observaram que os compostos nitrogenados
provenientes do sistema radicular ndo séo distribuidos uniformemente entre os
orgdos da parte aérea. O efeito da estirpe de rizobio pode afetar o transporte de
nitrogénio como observado em soja (Neves et al., 1985) e feijdo (Hungria &
Neves., 1987), onde os teores de ureidos na seiva xilematica foram
relacionados com o melhor desempenho da bactéria, correlacionando
inclusive, positivamente com a presenga do sistema hidrogenase.

Muitos autores tém sugerido consideravel especificidade na maneira
pela qual os compostos nitrogenados provenientes dos nodulos sdo utilizados e
distribuidos na parte aérea, principalmente, na fase reprodutiva (Pate, 1980;
Thomas & Schrader, 1981). Alguns sdo prontamente transferidos do xilema
para o floema, outros sdo absorvidos a partir do xilema para serem estocados

na parte aérea. Este trabalho teve como objetivo examinar a distribuigdo nas
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folhas, vagens e grios dos compostos nitrogenados exportados pelos nddulos

de soja, assim como avaliar, quantitativamente sua distribuigdo, utilizando
radioisotopos enriquecidos com ¥e,
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Figura 6: Possiveis vias metabblicas para a utilizagdo da ALN em
leguminosas produtoras de ureidos. (1) alantoinase; (2) alantoato
amidohidrolase; (3) ureidoglicina amidohidrolase; (4) ureidoglicolato
amidohidrolase; (5) alantoicase; (6) ureidoglicolase; (7) urease. Adaptado de
Shelp & Ireland (1985), Winkler et al., (1987) e Winkler et al., (1988).



4.2 - MATERIAL E METODOS

Experimento I

Material vegetal

O experimento foi realizado em uma cAmara de crescimento na
EMBRAPA-CNPAB, Seropédica, RJ, no periodo de dezembro de 1995 a
maio de 1996.

Utilizou-se plantas de soja (Glycine max (L.) Merril), cultivar Doko,
crescidas em vasos de Leonard modificados (Vincent, 1970) contendo areia e
vermiculita na proporgdo 2:1 (v:v), previamente esterilizados em autoclave a
120 °C por uma hora.

Em cada vaso, foram semeadas quatro sementes previamente
esterilizadas com HgCl,, 0,2% (Vincent, 1970) e, posteriormente, inoculadas
colocando-se 1 ml de inoculante (cerca de 10® células.ml™) por plantula, 7
dias ap6s a emergéncia (7 DAE). A estirpe BR 33 de Bradyrhizobium

japonicum usada como inoculante foi crescida em meio YEM (Vincent, 1970)
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a 29°C por 8 dias, com agitagdo. O desbaste foi realizado por ocasido da
inoculagiio (7 DAE), deixando-se somente uma planta por vaso. Como a
cultivar estudada é adaptada a dias curtos foi feita um complemento do
periodo de iluminagdo diario objetivando a indugdio da floragdo no periodo
adequado do desenvolvimento. Inicialmente, durante um més a partir da
germinagdo, forneceu-se 13 horas de luz (luz de comprimento de onda na
faixa do azul e vermelho) diria, apds esse periodo as plantas foram expostas,
durante 10 dias, a 8 horas de luz diaria para a indugéo da floragdo.

Forneceu-se as plantas, semanalmente, solugéo nutritiva sem adigdo de
pitrogénio (Norris & T’Mannetje, 1964 modificado), contendo: KCl (2,0
mM), K;HPOs (0,3 mM), KH,PO4 (0,7 mM), CaSO42H0 (2,0 mM),
MgS0,.7H0 (2,0 mM), CuS0,.5H;0 (0,3 uM), ZnSO4.7H,0 (0,7 pM),
MnSO4.2H0 (1,0 pM), (NHs)s M07024.4H,0 (0,002 pM), H;BO; (11,5 pM),
Fe-EDTA (0,095 mM) e acido citrico (0,03 mM). As plantas usadas no
experimento estavam bem noduladas e no periodo reprodutivo, em fase de
enchimento de grios. A figura 7 ilustra o aspecto geral das plantas antes da

aplicagdo dos tragadores.
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Figura 7: Aspecto geral das plantas antes da aplicacdo dos tragadores.

Preparacdo do material vegeial

Antes da aplicagdo dos tragadores, plantas selecionadas € padrohizadas
quanto ao tamanho e NIMEro de nos, foram colocadas dentro de uma camara
fechada e com ambiente controlado. Em seguida, foram decapitadas na altura
do no cotiledonar, enquanto a porgao basal da haste era mantida imersa na
agua destilada, para evitar se evitar interromper o fluxo do xilema. O ambiente
da camara foi mantido durante todo 0 periodo de crescimento € de tratamento
a 30°C, 65%UR e 350umol m2s' de luz fotossinteticamente ativa ao nivel
das folhas unifolioladas. O ar do interior foi coletado em uma solugdo de
NaOH (10N), de modo a garantir que uma possivel liberagdo de 4C0, fosse

retida na forma carbonato de sédio (Na214CO3).
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Aplicagdo dos compostos nitrogenados enriquecidos com ¥c

Os radioisétopos, L-[U-“CJGLN (9,99 GBg/mmol), L-[U-"*CJGLU
(10,0 GBg/mmol), L-[U-"“CJASN (8,44 GBg/mmol) ¢ L-[U-"*C]ASP (8,14
GBq/mmol), foram adquiridos comercialmente, enquanto que a 2,7-"C-ALN
(0,1 GBg/mmol) foi sintetizada conforme discutido no capitulo I. Os
tragadores foram aplicados na concentragdo de 10mM (simulando as
concentragdes dos solutos nitrogenados na seiva xilematica), preparados na
solugdo mnutritiva usada para o cultivo. Cada parte aérea absorveu 5ml da
solugdo marcada, via fluxo transpiracional (Figura 8 A e B), contendo 56,2 x
10° Bq (1,5 pCi), com excegdo das plantas tratadas com alantoina que
receberam apenas 6,4 x 10° Bq (0,17 nCi). Apos a absorgdo completa dos
radioisétopos foi aplicado um periodo de “pulso” (chase), de 2 horas, com
solugdes (10mM) ndo marcadas, correspondente aos respectivos tragadores
aplicados. O periodo de pulso teve como objetivo verificar se havia uma
melhor distribuigdo dos raioisotopos aplicados, tanto, para OS orgdos

vegetativos quanto reprodutivos.
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Autorradiografias

Apos a aplicagdo dos tragadores, as plantas foram imediatamente
separadas em folhas, hastes, vagens e grios, sendo entdo prensadas,
juntamente com uma dupla camada de papel absorvente, por duas pegas de
vidro (30cm x 30cm). Apos a completa secagem durante 15 dias, o material
mantido em uma estufa a 50°C, foi aberto ¢ exposto a um filme de raio-X
Kodak X-Omat. Os filmes permaneceram em exposigdo, durante 35 dias, em
uma cAmara escura. Subseqiientemente, as autorradiografias foram reveladas
usando-se 0 D19 auto contraste como revelador, seguido por uma lavagem de

1 minuto com agua, € imersas 3 minutos no fixador e reforgador 3000 Kodak.

Andlise da distribuicdo do ™C nas partes da planta
Apbs a obtengdo das autorradiografias, o material foi separado para a
determinagdo do peso. Aliquotas de 120 mg de folhas, hastes, vagens ou graos
foram transferidas para frascos de digestéo, contendo 0,2 ml de HCIO;4 (70%)
e 0,2 ml de H,O; (30%). O material foi incubado durante 4 horas a uma
temperatura de 70°C (Mahin & Lofberg, 1966 modificado). Em seguida,
adicionou-se 5puL da amostra digerida a um filtro de cintilagdo “HCT Dot” € 0
M jncorporado aos tecidos, foi medido em um contador solido para
radioisotopos (Quick Count QC-4000/XER, com 3 canais). Devido este
contador nido utilizar nenhum tipo de liquido cintilante néo apresenta, assim,
problemas com 0s vérios tipos de “quenching” (extingdo das leituras)
existentes, principalmente quando se trata de material vegetal. Sendo assim,
qualquer substancia marcada com 14C, desde que se conhega a DPM
(desintegragdes por minuto) real, pode ser usada como padrdo primario. Foi
090 41
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usado como padrdo a L-[U-"Clprolina 9,4 x 10° Bq (0,25 pCi) da marca
Amersham, com uma atividade especifica de 9,77 Mbg/mmol.

Tratamento de imagens

As autorradiografias foram escaneadas com equipamento scanner de
mesa AGFA (modelo Horizont Plus), com 200 ppi (pixels per inch) de
definigdo, configurado para escanear objeto transparente em uma escala de
cinzas (256 tonalidades). O software utilizado para escanear foi o controlador
Horizont Plus, apropriado para o modelo do equipamento utilizado. Em
seguida, as autorradiografias, foram processadas no programa Corel 4.00
(Corel Photo) para aprimoramento da cor (brilho, contraste € intensidade).
Apbs isso, realizou-se leituras da intensidade da cor preta e correlacionou-se
com amostras determinadas pelo contador de radioisotopos. O Corel Photo
apresenta uma escala de leitura de intensidade de cores que varia de 0 (preto) a
255 (branco).

Tratamento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado: 5
tratamentos (““C-ALN, '“C-ASP, 14C_ASN, “C-GLU e “C-GLN) x 2 pulsos
(0 e 120 minutos de pulso) x 2 repetigdes. Os dados foram analisados pelo
programa Mstat-C (Mstat-C, 1988) para a determinagio da analise de
variancia. Como ndo houve penhuma interagdo do periodo de pulso com 0s
tratamentos analisou-se separadamente cada fator passando, assim, 0 NUMETO

de repetigdes dos tratamentos para 4 e o numero de repetigdes do periodo de
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pulso para 10. A separagfio entre as médias dos tratamentos foi conduzida
usando-se o teste de Tukey com um nivel de confianga de 95%. No caso da

identificagio de heterocedastia, os dados foram transformados, através da

aplicagdo da raiz quadrada, antes da andlise da varidncia.

Experimento II

Andlise dos compostos nitrogenados em extratos da parte aérea de plantas

de soja, apds o fornecimento em diferentes tempos de alantoina e dgua.

Material vegetal

As plantas de soja (Glycine max (L.) Merril cv.“Doko” foram cultivadas
em vasos de Leonard modificados (Vincent, 1970) dentro de casa de
vegetagdo em condigdes paturais de luz e temperatura entreé 0S mMESEsS de
janeiro e fevereiro. A esterilizagfio e inoculagdo das sementes, assim como 0
desbaste, foi feito como 0 descrito no experimento I. Apos a expansdo das
folhas cotiledonares, além da suprimento de agua, sempre que necessario,
forneceu-se, semanalmente, solugdo nutritiva com as mesmas concentragdes
mencionadas no experimento 1. De acordo com o tratamento, as plantas foram
inoculadas ou entdo supridas com nitrogénio mineral na forma de KNO; (70
mg N.pl? semanalmente). O delineamento experimental foi de blocos ao
acaso: 2 fontes de N (NO;” e fixagdo biolégica) x 2 tratamentos (ALN e agua)
x 4 tempos de tratamentos (0, 1,2 e 4 horas) x 3 repetigdes.
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Preparacgdo do material vegetal

Antes do fornecimento de ALN ou agua via fluxo transpiracional, as
plantas foram decapitadas na altura do n6 cotiledonar, enquanto a porgéo basal
da haste era mantida imersa em 4dgua destilada, para se evitar interromper o
fluxo do xilema. As substéncias utilizadas nos tratamentos, alantoina (10 mM)

e agua, foram aplicados na solug&o nutritiva usada para o cultivo.

Preparo do Extrato de Folhas.

A extracio do material para as anlises dos compostos nitrogenados
soltiveis efetuou-se de acordo com a metodologia de Magalhées et al. (1992).
Logo ap6s destacadas da parte aérea, as folhas foram picadas e colocadas em
frascos de 100 ml com metanol, na propor¢éo de 1g de material para 10 ml de
metanol. Apos 48 horas foi adicionado aos frascos 5ml de cloroférmio e 6 ml
de 4gua, o qual foi agitado entdo vagarosamente. A porgdo aquosa (agua-
metanol), contendo os ureidos solaveis, aminoacidos livres, am6nia e outras
moléculas foi separada através do uso de uma pipeta “Pasteur”, da porg¢do

solvente (cloroformio) contendo clorofila ¢ lipidios.

Andlises
Aminoécidos livres
Os aminoacidos livres foram dosados de acordo com Yemm e Cocking

(1955), por reagédo colorimétrica com a ninidrina, baseada na produgdo

estequiométrica  quantitativa da dioxohidrindilidena-dioxohidrindamina
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(DYDA), pigmento de cor pirpura. A ninidrina apresenta reagdo com todos
aminoacidos que apresentam um grupamento oc-amino livre, produzindo um
pigmento purpura. No caso dos aminoécidos prolina e hidroxiprolina, em que
o grupamento cc-amino ¢ substituido, o derivado produzido tem cor amarela.
Para analise do extrato foliar, usaram-se aliquotas de 1 ml da porgdo
aquosa contendo os aminoacidos livres. De acordo com o método, em um tubo
de ensaio com tampa rosqueavel, foi colocado 1 ml de solugdo de amostra,
adicionado de 0,5 ml de tampo citrato, pH 5,0 (0,2 M), 0,2 ml de ninidrina
5% em etileno glicol monometil éter e 1,0 ml de cianeto de potassio (2% v/v
KCN 0,01M em etileno glicol monometil éter). Os tubos foram rosqueados €
aquecidos a 100°C por 20 minutos. Em seguida foram resfriados e
completados a 4,0 ml com etanol (60%), e a leitura realizada a 570 nm no
periodo maximo de 1 hora. O ensaio em branco foi preparado pela mesma
marcha analitica, contendo agua em vez de amostra. O mesmo procedimento
foi realizado para as aliquotas das solugdes padrdo de leucina, nas quais as

concentragdes variaram de 0,1 a 0,5 mM.

Ureidos

Os ureidos foram dosados de acordo com Vogels & Van der Drift
(1970), por método colorimétrico que estima a reagdo do derivado da
hidrazina com o ferricianeto de potassio (K3FeCNe). O derivado da hidrazina ¢
formado pela hidrolise 4cida do 4cido alantoico em uréia e acido glioxilico. A

alantoina, outro ureido, é transformada em acido alantéico por uma hidrolise

basica.
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A amostra do extrato do foliar (250 ul) foi colocada em um tubo de
ensaio, adicionando-se em seguida 4gua suficiente par completar a 0,75 ml.
Apos isso acrescentou-se 0,25 ml de NaOH (0,5 N) e aqueceu-se a 100°C por
8 minutos (hidrolise basica). Resfriou-se em gelo, adicionando-se 0,25 ml de
HCI (0,65 N) e aqueceu-se por 4 minutos a 100°C (hidrolise acida). Apds
resfriamento em gelo, adicionou-se 0,25 ml de tamp#o fosfato (0,4 M, pH 7,0)
e 0,25 ml de fenilhidrazina (CsHsNH.NH,) a 0,33%. Os tubos foram deixados
a temperatura ambiente por 5 minutos e entdo colocados em agua gelada para
desenvolvimento da coloragdo, através da adigdo de 1,25 ml de HCI
concentrado, pré-resfriado, seguido por 0,25 ml de ferricianeto de potassio
(K3FeCNg) a 1,65 N. Os tubos foram, entdo, removidos do gelo e apos 10
minutos leu-se a absorbancia em 535 nm. As leitura foram realizadas entre 20
a 30 minutos do término da reagdo. O mesmo procedimento foi realizado para
0 ensaio em branco e para as aliquotas da solugio padrdo de alantoina onde as

concentragdes variaram de 17 nmoles.ml” a 167 nmoles.ml” .

Amonia

A aménia foi analisada pela formagdo do composto azul-de-indofenol.
Foi usado o método de Mitchell (1972) modificado, onde a solugdo de
hipoclorito de sédio foi substituida por dicloroisocianurato de sédio (F elker,
1977) pois, sob condigdes tropicais, a solugdo de hipoclorito de sodio perde
rapidamente seu poder oxidante. A amostra do extrato metanolico (40 ul),

adicionou-se 4gua destilada até completar 0,5 ml. Adicionou-se, entdo, 2,5 ml
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da solugdo “A” ¢ 2,5 ml da solugdio “B”. A mistura foi agitada e apos 30
minutos, leu-se a absorbincia em 630 nm.

O reagente “A” ¢ constituido da solugfio contendo de 5g de fenol e 25
mg de nitroprussiato de s6dio em 500 ml de 4gua destilada, e o reagente “B”,
de 15,0 g de NaOH e 0,31 de dicloroisocianurato de sédio em 500 ml de agua.

A curva padréo foi realizada utilizando-se uma solugio de cloreto de amdnio

(NHLCI), onde as concentragdes variaram de 0,1 pmoles.ml™ a 1pmoles.ml™.

N-Total soluvel

Foi usado o método de Bohley (1967) para analise do N-total. Colocou-
se, em um tubo de ensaio, 150 ml do extrato e 100 pl da mistura de digestéo
de Kjeldahl. Em seguida, os tubos foram colocados num bloco digestor a
150°C, para evaporar o excesso de dgua, por aproximadamente 60 minutos.
Aumentou-se entio a temperatura para 300°C por 120 minutos. Os tubos
foram resfriados em temperatura ambiente e, entfo, adicionou-se 0,5 ml de
agua destilada. Procedeu-se, entdo, como para as analises de amdnia.

A mistura digestora para Kjeldahl consistiu de 203,2 g de sulfato de
sédio hexahidratado (Na;S04.10H,0), 230 ml de H,SOq4 concentrado € 5,4 g
de HgCl, dissolvidos para 1 litro de agua destilada. A curva padrdo foi feita a
partir de uma solugdo padrdo de alantoina (0.040g/100 ml). O nimero de

umoles adicionado por tubo variou de 2,1 a 10,6.




4.3 - RESULTADOS

Experimento I

Localizaciio autorradiogrdfica do **C suprido como *C-ALN, “C-GLN, e
GLU, “C-ASN e ™C-ASP, por via xilemdtica, através de fluxo

transpiratorio

Os radioisotopos aplicados promoveram a marcagao de todos os tecidos.
As nervuras e hastes sempre apresentaram as maiores densidades de marcagdo.
Estes padroes de distribuigdo foram estabelecidos com aplicagdo dos
compostos nitrogenados marcados (0,17 a 1,5 pCi), via fluxo transpiracional,
seguidos ou ndo por aplicagdo de um pulso, com O MESMO composto ndo
marcado, no periodo de tempo de 120 minutos. O suprimento dos compostos
nitrogenados enriquecidos com 4C na forma de GLN e ASN, mostraram altas

densidades de marcagdo nas hastes e mervuras das folhas. Uma menor
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intensidade nas regides internervais das folhas mais novas e mais velhas
quando comparado com aquele das folhas intermediarias foi também observada
(Figura 9A e B). Este padrdo de marcago sugere que o ™C ndo chega em
grandes quantidades nas folhas mais novas e velhas quando se fornece GLN e
ASN.

Os aminoacidos dicarboxilicos (**C-GLU e C-ASP) mostraram uma
forte marcagdo nas folhas mais novas (Figura 10A e B), quando comparado
com as amidas correspondentes.

A ALN mostrou uma distribuigdo do '*C que privilegiou as folhas mais
novas, ao passo que nas folhas mais velhas, pouca ou nenhuma marcaggo foi
observada, exceto na regido das nervuras (Figura 11). A ALN apresentou um
padrio de distribuigdo mais semelhante a0 do GLU e ASP do que da GLN e
ASN.

O padrdo de distribuigdo do 14C nos frutos, para todos os aminoacidos e
amidas correspondentes, mostraram uma alta marcagdo nos graos € menor nas
vagens. O contrario foi encontrado para a ALN, onde uma alta retengdo foi

observada para as vagens € pouca marcagao foi visualizada nos gréos (Figuras

9A B; 10A,Be 11).
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Curva de calibragdo do contador de radioisétopos

A curva de calibraggo para o contador foi feita utilizando-se amostras, de
14 : :
C-prolina, de DPM conhecidas. Esta verificag@io na calibragéo mostrou que a

curva linear numa faixa bastante ampla como observado na tabela 2.

Tabela 2: Resultados das leituras dos 4 padrdes de “C-prolina pelo
contador de radioisétopos.

Padrdes de "*C-prolina (DPM) Contagem das amostras (DPM)
(média de trés repetigdes)

50 40
250 227
500 409
1000 954
Andlise das Imagens

A obtengdo das leituras de cores, das autorradiografias escaneadas, foi
feita utilizando-se o programa Corel 4.0 (Corel-Photo). O filtro equalizador de
cores deste programa, permite a determinagdo de intensidade da cor preta e
branca, as quais s3o plotadas em um histograma, com uma escala que varia de
0 (preto) a 255 (branco). Para que os maiores valores numEricos
correspondessem s maiores intensidades da cor preta, facilitando a
interpretagdo dos resultados, os dados foram transformadas através da inversdo
das leituras obtidas, pela formula: intensidade de preto = 1/leitura x 1000. Nas
figuras, 12A, B, C, D ¢ E, estio mostradas as correlagdes entre DPM ¢ o
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inverso de intensidade da cor preta para cada autorradiografia, uma vez que
existem variagdes entre elas decorrente do processo de revelagdo,
principalmente, em relagéo ao “background” e ao contraste entre as diferentes
areas. As anilises de '“C nas diversas partes das plantas, realizadas pelo
contador de radioisotopos mostraram uma regressdo linear, positiva e

significante pelo teste F, quando correlacionou-se DPM com o inverso da
intensidade da cor preta.
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istribuicdo n
Dls. ¢do na parte aérea do “C suprido como alantoina e compostos
aminados

De um modo geral a ALN foi mais rapidamente recuperada nos tecidos
observados, mostrando que os ureidos sdo mais facilmente distribuidos do que
os outros compostos, que provavelmente ficaram retidos nas hastes. Ao se
analisar isoladamente o efeito do periodo de pulso sobre cada tecido, pode-se
observar que o tratamento de 120 minutos, na maioria dos casos, mostrou
sempre os maiores valores absolutos, quando comparado com as leituras
obtidas sem o periodo de pulso (Tabela 3). No entanto, ndo foi observada
interagdo em nenhum dos parimetros avaliados com o periodo de puiso.

A distribuigiio percentual dos compostos nitrogenados recuperados pela
folhas, vagens e grios, pode ser visualizada nas figuras 13, 14 e 15
respectivamente. A porcentagem méxima de “C nas folhas foi observada para
as plantas tratadas com “C-ALN, ao passo que os demais compostos,
mostraram uma distribui¢fio similar entre si (Figura 13), evidenciando dessa
forma, uma melhor recuperagfo desse composto pelas folhas. As vagens das
plantas tratadas com as amidas e seus aminoacidos, diferiram estatisticamente
das que receberam ALN, que recuperaram em torno de 5% do C absorvido
comparado com 0 MAXimo de 2% da amida ASN (Figura 14), evidenciando
dessa forma que os ureidos sdo mais rapidos e facilmente transportados para as
vagens no periodo de enchimento de grios. Independentemente do radioisétopo
aplicado, a porcentagem de 1C foi estatisticamente a mesma para 0§ graos de
todos os tratamentos (Figura 15), mostrando dessa forma, que apesar da ALN

ter um papel fundamental na nutrigdo nitrogenada dos graos durante o periodo
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observado, ela deve ser previamente metabolizada, acarretando em perda do
carbono marcado.

Tabfela 3:1 Inﬂ“}i‘;’ia do Pel‘icldo de pulso (0 e 120 minutos) em plantas de soja
em Iase 06 CIC MMento de' graos (média de todos os tragadores). As plantas que
foram submetidas ao periodo de 120 minutos de pulso, logo em seguida a

aplicagéo dos traqildores, receberam os mesmos compostos ndo marcados e na
mesma concentracéo (10 mM).

l .
Parte da planta % 1C /g de tecido o, TAC
c/pulso s/pulso ¢/pulso s/pulso
graos I T T T
- graos em formagao 72a 440 Foksokkdokk dokdokkokkokok
- grios em enchimento 56a 33b frkkddokk  okrokkdkokoRk
- graos em estagio final de 34a 1,8b dckkkkkk  ARRRRR Rk
maturagao
- todos os graos 50a 33b 0,6 a 0,5a
vagens
- vagens dos grdos em 78a 46a sackokokkkk  kkddkokkkokok
formagao
- vagens dos grios em 40a 3,0a dokkokdolokok  dokkskskdokokk
enchimento
- vagens em expansao 38a 2,1b i LR
maxima
- todas as vagens 52a 34a 2,5a 2,0a
folhas
- Gltima folha trifoliolada ~ *¥*¥¥ikktix EREEEPERE 20a 1,7 a
5 penﬁltima folha ok ok ke she e ok e e ok ok ke s s e ok k¢ ok ofe o ok 1’7 b 2,7 a
trifoliolada e
_ fO].ha tI'ifOliOlada de ke 3k of ok ok e ok ok ok ok e ok e o ok ok ok o %k 1’2 a 1’3 a
localizagdo mediana
= I;)r‘:melr:folha sk o o ok o ok ke ok ok ok ok ok sk ok ok o ok ok ke ok ok ok 0’3 a 0,5 a
_ ::(f;):zlsagoalhas s ok ok 3 ok ok ok ok ok oK ok ok o ok e sk e ok ok ok ok ke 7’9 a 8,5 a

As lotras somente comparam médias entre 0 periodo de pulso ¢ sem pulso
(teste de Tukey, P<0,05).
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Figura 13: Porcentagem de '*C recuperada nas folhas de plantas de soja,
em fase de enchimento de grios, supridas com compostos nitrogenados

(ASN, ASP, GLN, GLU e ALA) via fluxo transpiracional.
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;;gumeyl 4 Porcentagem de “C recuperada nas vagens de plantas de soja,

em fase de enchimento de graos, supridas com qompostos nitrogenados
(ASN, ASP, GLN, GLU e ALA) via fluxo transpiracional.
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Figura 15: Porcentagem de '“C recuperada nos grios de plantas de soja,
em fase de enchimento de gros, supridas com compostos nitrogenados

(ASN, ASP, GLN, GLU e ALA) via fluxo transpiracional.

A distribuigdio percentual do '*C, nas vagens, grios ¢ folhas, para cada
radioisétopo aplicado é mostrado na figura 16. Os grdos em todos os
tratamentos apresentaram a menor porcentagem de C recuperado, cerca de
5%, em contraste com as folhas que retiveram cerca de 76% do carbono
recuperado. As plantas tratadas com ALN recuperaram a menor porcentagem
40 nas folhas, como consequéncia de um maior acimulo nas vagens em
relagdo aos aminoacidos estudados. Analisando a distribuigio para cada
composto nitrogenado, pode-se observar uma maior recuperagdo do marcador
nas vagens das plantas supridas com ALN ¢ ASN, sugerindo que esses

compostos S0 preferencialmente transportados para os frutos de soja em

formagao contrastando com OS outros compostos presentes na seiva que
2

também foram estudados.
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Figura 16: Distribui¢do percentual do "*C recuperado nas plantas de
soja, em fase de enchimento de grdos, supridas com compostos
nitrogenados via de fluxo transpiracional.

A atividade especifica das vagens e dos grdos, foi expressa em
desintegragdes por minuto/grama de tecido seco (DPM/g). Nas vagens, a ALN
apresentou as maiores DPM/g enquanto que OS demais compostos
apresentaram uma distribuigdo similar. Para os grdos, foi observada uma
diferenga significativa entre as plantas supridas com GLU e sua amida
correspondente (Figura 17), mostrando, assim, dois padres distintos de
distribui¢do tanto para as vagens quanto para os graos. Pode-se observar ainda
que as amidas, ASN e GLN, apresentaram DPM/g proximas, tanto para as
vagens quanto para os graos, sugerindo que esses compostos ao chegarem nas
vagens passam diretamente para o0S grios sem retengdo. Ja os aminoécidos,

ASP e GLU, mostraram maiores DPM/g nos grdos em relagdo as vagens, 0 que

indica que apesar desses compostos chegarem em menor quantidade para as

vagens, sdo rapidamente transferidos para os grdos. A ALN mostra uma maior
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quantidade translocada para a vagens onde se acumula preferencialmente,

parecendo ser transportada lentamente para os grios. Contudo esses modelos
de distribuigdo acima especulados, das vagens para os grios, merece ainda
estudo. Considerando os ureidos a principal fonte de nitrogénio para as vagens,
pode-se admitir que parte dos aminodcidos presentes na fase inicial de
desenvolvimento destes 6rgdos sejam proveniente do metabolismo de ureidos
supridos anteriormente, € que as altas DPM nos gréios das plantas supridas com
C-ALN, podem ter sido originadas de uma transferéncia direta de uma fragdo
desse composto. A baixa taxa de transferéncia do composto marcado para o

grio pode ser decorrente do catabolismo da ALN para aminoacidos nas vagens.

500 —
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As letras miniisculas comparam médias entre vagens, enquanto que as letras maitisculas comparam medias
e
entre grios (teste de Tukey, P<0,05).

' 0 1 PM/g) nas vagens e grios de
i ' tegragdes por minuto/grama (D )
f)‘llfl?t;: (112 sDo;aS memgrfaie de enchimento de graos, supridas com compostos

nitrogenados via fluxo transpiracional (valor médio de 4 repetigdes).
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T i

L no cotiledonar), 1 folha trifoliolada (FT1),
folha tnf'oh.olada de localizagio mediana (FTm), pentiltima folha trifoliolada
(Ftpn) e. ult.lma folha trifoliolada (FTu), sdo mostradas na figura 18. Na primeira
folha trifoliolada, assim como na folha trifoliolada mediana podemos observar
um padrdo similar de distribuigio para todos radioisétopos aplicados. As
plantas tratadas com ALN apresentaram uma forte tendéncia para uma alta
porcentagen de recuperagdo de '‘C nas folhas mais novas, em relagio aos
outros compostos aplicados. Na peniltima folha trifoliolada pode-se notar um
grande acumulo para a ALN, a qual foi superior e significantemente diferente
de todos os outros tragadores mostrando, dessa forma, que a ALN teve uma
marcante distribui¢do para as regides meristematicas.

Na figura 19, podemos observar a porcentagem de “C recuperada por
grama de tecido para as vagens. Ndo houve diferengas entre 0s compostos
nitrogenados nas vagens no estagio inicial de formagdo, ao passo que com O
seu desenvolvimento, a ALN passa a ter uma grande importincia, onde
observa-se altas concentragdes deste composto. Com relagdo ao estudo da
porcentagem recuperada nos grios (Figura 20), podemos especular a
importincia da ASN, na nutri¢do nitrogenada dos grdos, onde altos teores de
4C proveniente dessa amida foram encontrados. Nos grios, com a metade do
seu desenvolvimento, ndo foram observadas diferengas entre os compostos
usados nas marcagdes, apesar da ASN e o ASP apresentarem maiores
atividades especificas. E interessante notar a importincia da ALN como

fornecedor direto de nitrogénio, para 0s grios em fase final de maturagdo, onde

a sua atividade especifica € estatisticamente diferente do GLU ¢ da ASN
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Figura 18: Porcentagem de 14C recuperada nas folhas, em 4 pontos
distintos, de plantas de soja em fase de enchimento de graos, supridas com
14C-ASN, “C-ASP, “C-GLN, GLU e "“C-ALN. FT1=1* folha trifoliolada,
FTm=folha trifoliolada de localizagdo mediana, Ftpn=penultima folha
trifoliolada e FTu= tltima folha folha trifoliolada.
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Figura 19: Porcentagem de 'C/g no tecido das vagens, em 3 idades
diferentes, de plantas de soja em fase de enchimento de grios, supridas
com “C-ASN, C-ASP, “C-GLN, “C-GLU e "“C-ALN.
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Na figuras 21 e 22, podemos obseryar a influéncia do periodo de 0 e 120

minutos de pulso em diversos pontos das plantas. Maiores concentragdes de

4 5 . i .
14C sdo observadas Para as vagens e grios de todos aminoacidos e amidas

correspondentes ao periodo de 120 minutos de pulso, ao passo que para ALN a
durag&o do tempo de pulso nfo influenciou a distribuigiio do 'C para as vagens
ou graos, onde observa-se as mesmas DPM/g, indicando, assim, que a ALN

teve o transporte para as vagens, assim como para as folhas mais novas,
independente do periodo de pulso usado.
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Experimento I1

Avaliagdo d‘f influéncia de diferentes pulsos de ALN sobre o contetido de
compostos nitrogenados solitveis na soja em fase reprodutiva.

Foi realizado o cultivo de soja para verificar o efeito do suprimento de

ALN e agua (controle) em diferentes tempos, via fluxo transpiracional, na
composi¢do dos compostos nitrogenados solaveis do extrato foliar.

O teor de ureido no extrato mostrou que somente a partir de um periodo
de 4 horas é que notamos um acimulo significativo para a ALN. Contudo este
composto parece estar sendo rapidamente catabolizado a aménia, pois ao passo
em que foi detectada uma concentragdio méxima de 0,25 pmoles de N-ureido/g
tecido fresco (Figura 23), no periodo de 4 horas de suprimento de ALN, neste
mesmo periodo observou-se uma concentragdo de 3,50 pumoles de amonia/g de
tecido fresco (Figura 24), ndo sendo observado este efeito para as plantas
supridas somente com éagua (figuras 23 e 24). Provavelmente a ALN foi
degradada até aménia, para posterior uso na biossintese de aminoacidos, ja que

as folhas parecem ser eficientes sitios para degradagdo de ureidos.
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Figura 23: Contetido de N—ureldo no extrato de fo]has de plantas supridas
com diferentes pulsos de ALN e 4gua.

Os teores de N-aménia livre nas plantas, foram significativamente
influenciadas pelo aumento do tempo de pulso. As plantas supridas com ALN
mostraram sempre um maior teor de amonia, quando comparadas com as
plantas que tiveram o periodo de pulso somente com 4dgua. O teor de amonia

livre aumentou proporcionalmente ao tempo de pulso nas plantas tratadas com

ALN (figura 24).
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Figura 24: Conteado de amoénia livre no extrato de folhas de plantas
supridas com pulsos de ALN e agua.

De modo similar, os teores de «-aminoacidos aumentaram,
proporcionalmente, ao tempo de pulso para as plantas tratadas com ALN
(Figura 25), indicando uma alta atividade das enzimas de degradagdo de ALN.
Isto demonstra que a degradagdo de ALN esta ligada a formagdo de ambnia e
esta, diretamente relacionado com a biossintese de aminoacidos, 0 que ja era
esperado, pois um alto teor de amonia apresenta efeito fitoxico, por interferir

nos processos de oxi-redugdo da célula, formagao de ATP, disponibilidade de

agucares, etc.
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Figu.ra 25 Conteado de a-amino livre no extrato de "follh‘z.lus de plantas
supridas com diferentes pulsos de ALN e agua.

O N-total do extrato foi proporcional ao periodo de absor¢do da ALN,
como ja observada para 0s compostos solaveis acima (o-aminoécido, ureidos e
aménia). O N-total do extrato &, pois, a soma dos compostos nitrogenados
soliveis, amonia, aminoacidos, amidas e ALN, ndo estando aqui incluido o N-

nitrato devido a baixa sensibilidade do método para esse composto (Figura 26).
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Figurz_l 26: Contetido de N-total no extrato de folhas de plantas supridas
com diferentes pulsos de ALN e agua.

Nio foi observada a influéncia da fonte de nitrogénio nos teores dos
compostos soliveis, ou seja, as plantas cultivadas com nitrato sfo aptas a
catabolizarem ALN com a mesma eficiéncia que as plantas associadas a

bactérias fixadoras de nitrogénio (Figura 27).
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Figura 27: Influéncia da fonte de nitrogénio no contetido de compostos
soltiveis no extrato de folhas de plantas (média de 8 repetigdes).
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As constantes 5
de formagao de aménia, a partir do catabolismo dos
ureidos, € as constantes

de formagdo de aminoacidos a partir de amonia
e i aminoécidos), foram calculadas. Observa-se na figura
28, que ha uma diminuigdo proporcional da formagiio de aménia, com o tempo
de absorgdo da ALN. No inicio praticamente toda a ALN foi convertida a
amonia, porém com o passar do tempo esta taxa de catabolismo tende a baixar,
apesar do contelido de ureido aumentar. A taxa de formagfio de aminoacidos a
partir de amdnia permaneceu inalterada durante as 4 horas de experimento
indicando, assim, que ndo houve nenhum impedimento neste tipo de
anabolismo (Figura 29). De certa forma isto mostra que a decomposigéo de
ALN esteve associada a formagio de aminoacidos, sendo provavelmente baixa

a quantidade de ALN que foi armazenada como estoque de nitrogénio nesta

fase da planta.
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Figura 29: Relagfo entre o teor de amdnia e a formacdo de aminoacidos,
em extratos de folhas de plantas de soja crescidas com nitrato ¢ fixando

nitrogénio.
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4.4 - DISCUSSAO

Este estudo indicou uma grande diversidade nos padrdes de distribuigao
dos compostos nitrogenados usualmente exportados pela via xilematica da
soja, na fase reprodutiva, quando fixando nitrogénio simbioticamente. Alguns
aminoacidos (ASN e GLN) foram retidos mais efetivamente nos tecidos
vasculares das hastes, peciolos e nervuras das folhas com pouca passagem
para as regides internervais das folhas (Figuras 9A e B). Outros (ASP e GLU)
se acumularam amplamente nas folhas mais novas (Figuras 10A e B).
Resultados semelhantes foram observados para Lupinus por McNeil et al.
(1979), que relataram uma maior retengdo das amidas pelos tecidos vasculares
em relagdo aos aminoacidos ASP e GLU. Dessa forma, o processo de

distribuigdo da ASN, GLN, GLU e ASP parece ser consistente tanto para soja

quanto para Lupinus, espécie que transporta principalmente amidas. A ALN

acumulou-se amplamente nas regioes meristematicas das folhas mais novas,

enquanto que Das folhas maduras s6 foi possivel evidenciar este composto nas

regides das nervuras (Figura 11). Isto indica uma transferéncia mais facil da

e T 1
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ALN para os tecid is ati

s Yone;:m II:’:IIS ativos da parte acrea. Estes dados corroboram os
N ' | (1984a), que observou intensa transferéncia para as

fo :S mais :llovas do mtfogém'o fornecido para a parte aérea de plantas de soja

na forma de ALN, via fluxo transpiracional. Neste estudo, as plantas

apresentaram uma mai "
p Or récuperagio para este composto, quando comparadas

com as plantas supridas com ASN, GLN e NO5". O fato dos ureidos serem

transportados para as folhas mais novas (Figuras 11 ¢ 18), também foi
demonstrado por Thomas ef al. (1980) ¢ Rice et a. (1990) que concluiram que
o tecido jovem ¢ capaz de metabolizar os ureidos e, subseqiientemente, usar
como fonte primaria de nitrogénio para a sintese de aminoécidos e proteinas.
Confirmando estas evidéncias foi também observado no extrato foliar de
plantas de soja em fase reprodutiva, uma alta taxa de produgdo de aménia,
proveniente do catabolismo da ALN (Figura 28) e que devera ser incorporada
em aminodcidos (Figura 29). As investigagdes de Atkins et al. (1983) em
caupi, usando afideos para coleta de seiva floematica, também demonstraram
que YC.ALN pode ser metabolizada nas folhas. De qualquer forma, ndo
podemos descartar que a alta marcagdo nas folhas jovens, das plantas tratadas
com ALN, também pode significar, um actmulo temporario de nitrogénio, 0
qual poderia ser facilmente mobilizado e utilizado para a nutrigdo nitrogenada
das vagens e graos. Pode-se especular, ainda, que as intera¢des i0nicas com as
paredes celulares € a seletividade da membrana das células que revestem o
xilema foram, provavelmente, 0S principais fatores que determinaram a
distribuigdo priméria desses compostos para as regides meristematicas.

Neste trabalho, a marcagao pelos 4cidos aminados e suas amidas

correspondentes, nos graos mostrou-se mais intensa do que nas vagens, a0
2

passo que para a ALN, observa-se 0 contrario, maior marcagdo nas vagens €
2
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e a distribuigio primari , evidenciando
qu ¢40 primaria dos COmpostos nitrogenados p

reprodutivos depende da fonte de nitrogénio ara 0s Orgaos

Algumas di
Ostiu:lli ” diferengas encontradas, em soja, na distribuigio dos
comp ogenados oriundos da FBN, podem ser atribuidas a diferengas

na idade ﬁsxo.log.lca- das plantas. De qualquer forma, a informagéo sobre o
transporte ¢ distribuigo pelas diversas partes da soja, pode ajudar a esclarecer

os melhores indices de colheita associados aos altos teores de ureidos na seiva
xilematica, tal como observado por Neves et al. (1985)

Os ureidos foram mais rapidamente acumulados nas regides
meristematicas, folhas e vagens, quando comparado com os demais compostos
nitrogenados (Figuras 13 ¢ 14), evidenciado assim um padréo, preferencial, de
distribuigio para estas partes. Os grios mostraram uma porcentagem de
recuperagdo similar para todos os compostos aplicados (Figura 15), indicando
que os ureidos também foram importantes para a nutrigdo nitrogenada destes
6rgdos. Resultados semelhantes foram obtidos por Yoneyama & Kondo
(1990), que estudando os compostos nitrogenados em diversas espécies de
leguminosas, também observaram um grande actimulo nos 6rgaos vegetativos
e uma alta concentragdo de ureidos nas vagens de soja. Da mesma forma,
Gomes & Sodek (1984) também encontraram teores significativos de ureidos
em vagens de soja, principalmente, no periodo de enchimento dos grdos.
Porém para McNeil & La Rue (1984), os ureidos ndo desempenham um papel
importante no fornecimento de nitrogénio para os graos. Apoiando esta

hipotese Wettlaufer & Obendorf (1991), estudaram os ureidos e amidas como

fonte de nitrogénio para O crescimento € maturagdo de soja in vitro €

observaram que os ureidos nio foram substitutos efetivos para as amidas
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(ASN € GLN) CcCOomo fo . ..
Rainbird et al. (1984 e de nitrogénio Para os grdos. E de fato, segundo
. ): 0S ureidos nio tém um papel direto na nutn'gﬁo

pitrogenada do grio. E
. S¢S autores, concluiram haver a necessidade do
catabolismo deste composto para form
, as

fornecimento de nitrogéni aminoacidicas ou amidicas, para o
1IOgeNI0 necessario ao desenvolvimento dos graos em

plantas noduladas de soja. Dessa .
apresentarem a mesma porcemagei)r(za;z;; fato da ALN é dos aminodcidos
especulada em termos de uma transferénc; re:cuperado kb, o), pede dat
| réncia direta de uma fragfio dos ureidos
da corrente xilematica, de forma a suprir a grande demanda de nitrogénio
necessaria a sintese proté€ica do gro. Esta hipotese de uma transferéncia direta
de uma frag@o desses compostos tem apoio nos resultados obtidos por Fujihara
et al. (1977), que observaram que os grios de soja, também possuiam uma alta
atividade para a alantoinase, o que torna possivel a degradagdo dos ureidos
nesse local. Estudos com tragadores enriquecidos com °N podem, entretanto,
ajudar no entendimento desta questdo pois, ao longo do catabolismo dos
ureidos, os carbonos marcados podem ser perdidos ou ficar na forma de
compostos que ndo acompanham o mesmo caminho do nitrogénio (Winkler ef
al., 1987), sendo provavelmente esta razao pela qual os grios das plantas
supridas com ALN mostraram uma menor intensidade de marcagdo em
relagdo as vagens.
Pode-se observar que O periodo de pulso (0 ou 120 minutos) aplicado,
ndo interferiu ma partigio dos compostos nitrogenados para as Vvagens.
ervado efeito significativo do periodo de pulso na partigdo dos

gréos, 0 qual contribuiu para uma melhor redistribuigio

Somente foi obs
compostos para OS
(Tabela 2). E interessante

especifica (DPM/g) para as

potar que nas plantas tratadas com ALN, a atividade

vagens € grdos, com © sem pulso, sdo idénticas. O
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fato das vagens e prj
81405, das plantas tratadag cg ALN. 15
qumentos m ALN, nfo apresentarem

com o periodo de
pulso, 120 minutos, (Fj
: ’ s, (Figuras 21 e 22) pod
explicado pelo fato do catabolismo da ALN, acarretar perdas d " be N
’ as dos carbonos

d ¢
marcados (carbonos na posigio 2 e 7) na forma de '“CO, (Figura 6). Desta

neste trabalho, para a ALN
| . : , podem estar
subestimados. Shelp & Silva (1990) estudando a distribui¢do e 0 metabolismo

dos ureidos e com e
postos aminados, observaram que os ureidos foram as

forma, os dados mostrados

maiores fontes de nitrogénio em todas as partes das plantas na fase vegetativa.
Estes res.ultados, de certa forma, concordam com os encontrados para a fase
reprodutiva, durante o periodo de enchimento de grios, onde nota-se grande
marcagdo do o proveniente da ALN em vagens ¢ folhas.

A atividade especifica, para ALN, foi maior nas vagens (Figura 17) do
que nos graos evidenciando que a ALN apresenta, em relagdo aos aminoécidos
e amidas, a desvantagem de uma baixa transferéncia para os grdos que, de
acordo com os resultados obtidos, so deve ocorrer apos o catabolismo da
ALN. Contudo a ALN parece apresentar a vantagem de um maior acimulo
nos frutos, dando a possibilidade de um suprimento de nitrogénio mais
constante e regular para as vagens, enquanto que a aplicagdo de fertilizantes
resultaria em um grande aumento nas concentragdes de aminoacidos e nitrato
nos orgdos das plantas, favorecendo o crescimento vegetativo, apresentando
estas um menor nimero de vagens (Thomas & Schrader, 1980). Considerando

ainda os ureidos a fonte priméria de pitrogénio para as vagens, pode-se admitir

que o catabolismo destes compostos, seguida do anabolismo de aminoacidos,

constitui a fonte de npitrogénio para outros aminoacidos nio-supridos ou

supridos inadequadamente 20 fruto pelo xilema ou pelo floema, quando

fixando nitrogénio.




a nutrigdo ni 1
su . ¢ tro’genada. Mosquim & Sodek (1992) também sugeriram que
em s0ja, os ureidos sdo mobilizados preferencialmente para a nutrigdo

itrogenada
nitrog . dos frutos, uma vez que estes compostos podem ser
metabolizados nas paredes das vagens.

As vagens em inicio de formago (Figura 19) néo mostraram diferenga
estatistica para os tragadores aplicados, porém pode-se observar que tanto
ALN como GLN mostram uma maior tendéncia de acimulo nas vagens novas
podendo ser consideradas como importantes fornecedores de nitrogénio para
estes Orgdos. Apesar das taxas de transferéncias para os frutos de todos os
compostos nitrogenados diminuirem com a idade de maturagdo, assim mesmo,
os ureidos mostraram-se significativamente superiores. Aparentemente, isto
ndo é um problema para a nutrigdo do griio, pois segundo Gomes & Sodek
(1984) com o desenvolvimento da vagem também ocorre um aumento nas
enzimas degradativas de ureidos o que explica, entdo, porque com 0
desenvolvimento do fruto houve ainda um grande direcionamento de ureidos.
Uma elevada porcentagem de recuperagdo de MC por grama de tecido (%
“C/g) (Figura 20) pode ser observada para as plantas tratadas com ASN,

mostrando que €ss€ aminodcido é rapidamente transportado para os graos em

inicio de formag#o, ao passo que com 0 desenvolvimento, a ALN passa a ter
2

uma importancia maior O fato dos grios apresentarem densidades constantes

de marcagdo, com 0 s€u desenvolvimento, para as plantas tratadas com ALN




73

(Figura 20), parece ser funcdo de Uma transferéncia direta de uma fragéo dos

ureidos aliada a uma. taxg constante do catabolismo destes compostos nos
frutos. Estes resultados indicam Que os ureidos sdo capazes de manter um
melhor suprimento de nitrogénio ag longo de toda a fase de enchimento de

grdos, necessario ao desenvolvimento dag vagens e sementes, acarretando
melhores indices de colheita,




4.5 - CONCLUSOES

e As plantas que foram tratadas com ALN, mostraram uma melhor
distribuigdo de nitrogénio para as folhas mais novas, indicando assim, o
envolvimento da alantoina na produgdo de aminoacidos necessarios as regides
meristematicas e outros locais onde haja anabolismos relacionados a sintese

protéica.

e As vagens acumularam grandes quantidades de ALN sendo, assim,
consideradas eficientes sitios de catabolismo para os ureidos, onde altas

densidades de marcagdo para este composto mostraram-se presentes em todos

os graus de maturagao dos frutos.

e Os grdos, de um modo geral, recuperaram uma fragdo da “C-ALN

aplicada, indicando que estes tecidos sdo capazes de catabolizar ureidos.
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e O fato dos nive;
' niveis dos ureidog Proporcion
uma nutricdo nitrogenada majs e, para as vagens e graos,
constante e rapj
: rapida d ¢
desenvolvimento de . urante todo o periodo de
> Pode ser um
" a forma d i
bactérias que aumentam & gl g 25
0 ; ;
conteddo de ureido na seiva xilematica, das plantas
]

que fixam nitrogénio, apresentam melhores ind:
" elhores indices de colheita e grios mais
protéicos. ;




5 - CONCLUSOES GERAIS

o As modificagdes feitas, na patente americana, possibilitaram o

enriquecimento desse composto com um alto grau de pureza € um menor custo

de produgdo.
e Foi possivel o pedido de patente do novo método para sintetizar alantoina.

e A ALN foi mais facilmente € rapidamente transportada para as regides

meristematicas.

e A ALN apresentou um padrao de distribuigdo distinto em relagdo aos outros

compostos estudados, tanto para as vagens quanto para 0s graos.
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ANEXO 1

Informacgdes sobre o isétopo C para proteciio e seguranga contra a
radia¢do inonizante
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Normalm - "o o
ente, "H ¢ ¢ $40 usualmente toxic

ituicd - os devid Api
substituigdo em tecidos biologicos vido a sua rapida

3
toxicos quando es Entretanto *H ¢ C podem ser muito
Sa renovagdo for lentg (acidos nucléicos). Sendo assim

deve ser reconheci
. cido que o trabalho com radioisétopos envolve um certo
risco, fato este as vezes esquecido

oy 14
Dados do isotopo “C para protegdo contra radiagGes ionizantes.

Meia vida 5730 anos
Emissdo principal Beta 0,156 MeV (méaximo)
Monitorag¢do para contaminagfio Final da janela fina do contador
. : Geiger Miiller
Monitoragdo biologica Amostra de urina
Mensuraggo da respiragdo (CO,)
Limite de admiss&o anual por 9 x 10’ Bq (~2,4 mCi)
ingestdo (compostos organicos marcados)
Alcance maximo no ar 24 cm
Alcance maximo na agua 0,28 mm

Ha a possibilidade de que alguns compostos organicos
emriquecidos com 14C podem ser absorvidos por luvas. Precisa-se

também ter cuidado para ndo gerar gas carbonico (**C0y) o qual pode ser

malado.



ANEXO 2

Sumadrio das analises de varidncia dos diversos experimentos do capitulo
II
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ANEXO 3

Pedido de patente do processo para prepara¢io de Alantoina




Ministério da
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a

‘ Empresa Bragiro;
Agricultura e do  Pesqyiqs eI de fg’}_’;’ - Parque Ruray Telefone (061) 3474101
Abastecimento  Agropecusya 0-001 Braslia - DF  Fax (089) 3474155

Telefax CPL.DTC, S/nve

Para / To:

SEVERINO MATIAS DE ALENCA

NORMA Goy VEA RUMJANECK/

R- CNPAB

De / From: Coordenadora da Coordenadoria

de Proprie

dade Intelectual - CPI/DTC

Fx w024 6824 230

N° de péginas (pages): 09

Data / Date: 02.10.97
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i 5 ’ "'"'-"' T Pt e SN, INWUUD T IKTAL
bobmbd o e S AT AGAY (AN 127 [TEM B.1).
LR ‘“ O PROTOTIY A A 1ann [ paovISORO
'R O DIAFINITIM, 1 5 Napo, SERA COLO.
'|UUI M1y CADD 4 5:4 by POSICAO MA DATS

OGJ&LQ ESPE SIFICAD Y ASAINO.
DEPu JI \]‘ l P..

DE P”—I‘w“mrs A PARTIR DE‘@M /3?

AS AN ATUR r &)
v (Uso exclieive do INPIT=— o
DEPOSITO
Pedido de Patente ou de depbsito / /
Certificado de Adicio £1p150 reservado para ciqueta (aimero e data da e il

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:

O requerente solicita a concessdo de uma patente na natureza e nas condiges abaixo indicadas:

1. Depositante (71);
.1 Nome: Embrapa - - Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Qualificacgio: 1.3 CGC/CPF: CGC 00.348.003/0001-10
1.4 Enderego completo:

SAIN - PARQUE RURAL - W/3 NORTE FINAL
70770-901 - BRASILIA - DF
1.5  Telefone; (061) 348-4296
FAX: (061) 347-4158 ( ) continua em follia ancxa

2. Natureza:

2.1 Invengo [ ]2.1.1. Centificado de Adigio [ ]2.2 Modelo de Utilidade

Escreva , obripatoriamente e por extenso, a Natureza desejada;

3. Titulo da Invengfio, do Modelo de Utilidade ou do Certificado de Adicio (54):

PROCESSO PARA PREPARACAO DE ALANTOINA

( ) continua ¢m folba ancxa
4, Pedido de Divisiio do pedido n’, , de / /
5 Prioridade Interna - O depositante reivindica a seguinte prioridade:
N° de depbsito Data de Deposito / / (66)

G, Prioridade - o depositante reivindica a(s) seguinte(s) prioridade(s):

Pais ou organizacfo de origem Nimero do depdsito Dala do depdsito

sito d¢ Pedido de Patentc ou de Certificado dc Adigdo (folha 1/2)

Formalfrio 1.01 - Depé: o _ I

e
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INVENTORES

7.1 Nome: Maria Cristina p
\ . rat
;g gu§11ﬁca9?$squisador (Ba;c’yoe;;;s
.3 Enderego: RAPA (CNP i ia Ri
Seropédin &{J AB), Antiga Rodovia Rio-S&o Paulo Km 47,
7.4 CEP 23851-970

7.5 Telefone: (021) 682-1500

7.1 Nome: Severino Matias de Alencar

7.2 Qualificagdo: Agronomo

Z{_j& Endere¢o: UFRRJ, Antiga Rodovia Rio-Sdo Paulo Km 47, Seropédica —
7.4 CEP 23851-970

7.5 Telefone: (021) 682-1210

7.1 Nome: Norma Gouvéa Rumjanek
7.2 Qualificagdo: Pesquisador (Farmaceutica)

7.3 Enderego: UFRRJ, Antiga Rodovia Rio-S&o Paulo Km 47, Seropédica —
RJ

7.4 CEP 23851-970
7.5 Telefone: (021) 682-1500

7.1 Nome: Silas Varella Fraiz Janior Ouimics)

7.2 Qualificagdo: Professor (Engenheiro Quimico B

7.3 %nderego% UFRRJ, Antiga Rodovia Rio-Sdo Paulo Km 47, Seropédica —
RJ

7.4 CEP 23851-970

7.5 Telefone: (021) 682-1210
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Relat(')rio dCSCI'itiVO S ARACAO DE
obre 0 “PROC A
) ”. ESSO PARA PREP

A presente i
€ Invengo diz respe;
T x
alantoina a partir de u ©Speito a um processo de preparagéo de
m : : )
duas moléculas d a molécula do éster etilico do 4cido dicloroacético com
s moléculas de wuréi

| ureia, apresentando rendimentos satisfatérios, e por

conse te, po " o
guinte, pode ser aplicada nas industrias de cosméticos, farmaceutica e

trabalhos de pesquisas onde haja a necessidade deste composto enriquecido ou
com “C ou N,

Conhecem-se varios processos que permitem a produgéo direta de
alantoina, em um Wnico estagio, como por exemplo o processo de produgdo da
alantoina a partir do éster do 4acido glioxilico Chemical Abstracts, Vol. 97,
55807, a sintese a partir da reagéo de um derivado do acido acético com uréia
Vol. 97, 92275 com dissubistituidos do 4cido acético como, por exemplo, a
sintese de alantoina a partir de uma molécula do éster etilico do acido
dicloroacético, na patente americana 2.158.698, porém em todos estes €asos
uma grande quantidade de agente condensante e solvente ¢ requerida,
onerando de certa forma os custos de produgéo.

Para se evitar recorrer a um processo de duas fases, com 0
isolamento de compostos intermedidrios, propds-se, na patente americana
2.158.698, apresentada em 16 de maio de 1939, em nome do Requerente,
fazer mudangas nas proporgdes dos reagentes utilizados e condigdes de
proporcionar um melhor rendimento, pois 0 rendimento da

¢ de no mAximo 45%, e também a obtengao de um

reacdo, de forma a2
patente americana

composto com alto grau de pureza.



10

15

2/4 .
03

A presente i
nte invency
§a0 tem por fim fornecer um processo direto de

produgdo de alantoina
il ment aplicad > QUE apresente um resultado satisfatorio e que possa ser
ado ¢
1 qualquer um dos usos em que este composto possa ser

utilizado, ndo aprese '
| 1 presentando os inconvenientes acima citados dos processos
conhecidos. ’

Para tanto, di i :
- 0, diz pois respeito a um processo de produgdo direta de
antoina, em unic :
a etapa, a partir de uma molécula do éster etilico do acido

dlf"l.OIOacetKiO.com duas moléculas de uréia, onde a relagdo molar uréia/éster
etlhco' do &cido dicloroacético foi diminuida, o tempo de condensagdo
reduzido e a permanéncia em banho de gelo por 24 horas, apos o final da
reacdo, foi eliminado, proporcionando dessa forma um melhor rendimento
teorico da alantoina.

A alantoina (5-ureidoidantoina) é o produto da condensagdo
quimica de duas moléculas de uréia com uma molécula de um 4cido orgénico.
Fla esta estreitamente relacionada com muitas substincias nitrogenadas
complexas que existem em animais e plantas.

Na pratica a presente invengdio é um caso tipico, onde uma
molécula do éster etilico do scido dicloroacético é reagida com duas

moléculas de uréia como mostrado na equagio abaixo:
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o

NFo Hscwc_—-o\/o“CHZCi'b
+ HoN H
(@] 14 HN™ 14 —N/

)\ ' l>=o T
NH o - 3C,H;0H }\
(o]

O—CH,CH, HN o] N
uréia éster etilico do 4cido i
dietoxiacético e L

O éster etili £ . ) alantoina
co do acido dicloroacético pode ser facilmente obtido,

tal como. descrito por Wohl e Lange, Bericht: 41, 3612, podendo ser reagido
com uréia como ilustrado na equagfo acima.

A reagéo ¢ realizada em uma tnica etapa, sem o isolamento de

componentes intermedidrios. Empregou-se como solvente o etileno glicol
monoetil éter e como agente condensante o 4cido cloridrico na quantidade de
0,3-0,5 moles por mol de éster etilico do acido dicloroacético. Os
componentes iniciais s&o normalmente empregados, na quantidade
estequiométrica, de 2 moles de uréia por 0,8-1,2 moles do ester etilico do
4cido dicloroacético.

A reagdo se processou a uma temperatura de 80-110° C, durante
um tempo de 7-10 horas. Apos a completa reagéo 0 produto foi isolado €
purificado atraveés de filtragdes e lavagens. A alantoina foi obtida com

rendimento superior a 65% e um alto grau de pureza.



10

105
4/4

Exemplo:

A alantoina foi obtida da seguinte maneira;

Reagentes empregados:

‘ Quantidades em gramas:
- éster etilico do acido dicloroacético

° By
- ureia 1,5

- etileno glicol monoetil éter ; 4
-HCIl conc. 0 ’4

Os reagentes acima foram aquecidos sob refluxo em um baldo de
fundo redondo de 250 ml em um banho de 6leo a 1100 C por 10 horas.
Depois do periodo de refluxo, o baldo foi deixado em repouso até atingir a
temperatura ambiente. O produto foi filtrado a vécuo, lavado com porgdes de
1,0 ml de agua, depois por 1,0 ml de &lcool e, finalmente, por 1 ml de éter. O

rendimento foi de 0,8 gramas ou 65 porcento do rendimento te6rico.
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REIVINDICACOES
1. Processo para a preparagéo de alantoina, a partir da condensagéo
do éster etilico do 4cido dicloroacético com uréia, em presenga do HCI como
agente condensante e etileno glicol monoetil éter como solvente, estando os
reagentes em condigdes de concentragdo diferentes do exemplo citado e
temperatura (70-110 °C) de forma que o rendimento seja de 65 porcento ou
maior.

2. Processo para sintetizar alantoina que compreende a reagdo de
compostos dissubistituidos do 4cido dicloroacético, como o éster metilico do
acido dicloroacético.

3. Processo para sintetizar alantoina a partir de uréia com o éster
etilico do acido dicloroacético, onde seja usado qualquer solvente do grupo do
alquileno glicol.

4. Processo para sintetizar alantoina a partir de uréia com o éster

etilico do acido dicloroacético, onde seja usado qualquer tipo de acido

15 inorgnico como agente condensante.
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RESUMO

Patente de invengéo: “PROCESSO PARA A PREPARACAO DE

ALANTOINA A PARTIR ESTER ETILICO DO ACIDO

DICLOROACETICO COM UREIA”. A presente invengdo se refere a um

Processo para a sintese de alantoina em um tinico estagio por rea¢do do éster
etilico do 4cido dicloroacético com uréia, na presen¢a de 4cido cloridrico

como agente condensante e etileno glicol monoetil éter como solvente do
meio reacional.



