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1. RESUMO

0 presente trabalho objetivou buscar algu-
mas informagoes sobre o efeito fisiologico causado pelo acl-
mulo de poliaminas em plantas deficientes em potassio no to-

cante a sintese de proteinas e acidos nucleicos.

Plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris
L.; cultivar Carioca) foram cultivadas em solugoes nutritivas
deficientes em macronutrientes e analisadas quanto ao teor
das poliaminas espermina, espermidina e putrescina, quando os

sintomas da respectiva deficiencia j3 eram evidentes.

Nas plantas do tratamento completo e defi-
ciente em potassio o teor dessas poliaminas foram analisadas

periodicamente durante todo o ciclo de desenvolvimento.

Com a finalidade de verificar os possiveis
precursores na formagao dessas poliaminas em feijoeiro, fo-

lhas destacadas dessa planta foram <colocadas a absorver os



aminoacidos arginina, citrulina, lisina, ornitina e as aminas
agmatina e N-carbamilputrescina e tambem agua destilada (con-
trole). Apos 24 horas de metabolizagao foram analisados quan-

to aos teores de putrescina, espermina e espermidina.

Também o efeito fisiologico dessas aminas no
processo de biossintese de proteina e acidos nucleicos foi ve-
rificado e para tanto, folhas destacadas de feijoeiro prove-
nientes do tratamento completo e deficiente em potassio foram

colocadas a absorver leucina-Clu

. Uma parte das folhas de
plantas provenientes do tratamento completo, apos a absorgao
cllo

de leucina- , absorveu tambem putrescina e espermidina. ApoOs

24 horas de metabolizagéo; foram analisadas quanto ao teor de

proteina e quanto a radioatividade incorporada.

Ensaio semelhante foi realizado para verifi
car o efeito da paralizagao da sintese de proteina nessas polij
aminas. Folhas destacadas de feijoeiro cultivado em solugao nu
tritiva completa foram colocados a absorver diferentes doses
deActimmﬂcin&-D e apos um periodo de metabolizagao foram ana-
lisadas quanto ao teor de proteina e as poliaminas putrescina

espermina e espermidina.

Também as plantas cultivadas em solugao nu-
tritiva completa e deficiente em potassio, foram analisadas

quanto ao teor de aminoacidos livres.
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Pelos dados obtidos, foi concluido que na de-
ficiencia de magnésio e especialmente potassio, resulta em
acumulo de putrescina. Tal diamina tem como principal precur-
sor o aminoacido arginina, o qual se apresenta em teor bastan-
te elevado por ocasiao da deficiencia de potassio. A via metabd
lica preferencial parece ser por intermédio da descarboxilagao

de arginina originando agmatina e posteriormente N-carbamilpu-

trescina como precursor imediato.

0 elevado teor de arginina resultante da in-
terrupgao na sintese de proteina parece ser o responsavel pelo
acimulo de putrescina. Resulta, pois, um aumento na relagao mo-
lar putrescina/espermidina a qual bloqueia a sintese dos acidos

nucleicos afetando ainda mais a sintese de proteina.

Esses resultados vém reforgar a suposigao
de que as poliaminas exibem uma atividade fisiologica marcante,
sendo responsaveis pelo menos em parte, pela redugao no cresci-

-~

mento das plantas em condigoes de deficiencia em potassio.



2. INTRODUGRO

A importancia do potassio para o desenvolvi-
mento e produgao das plantas tem sido evidenciado por inumeros
autores, entretanto, poucos sao aqueles que demonstram as im-

plicagoes desse ionio, a nivel metabolico.

Com a descoberta feita por RICHARDS e COLE-
MAN (1952) que as plantas de cevada, acumulavam a diamina pu-
trescina quando crescidas em deficiéncia de potassio intensifi
cou-se o desenvolvimento dqs estudos sobre as vias metabolicas

em que tal elemento podia estar diretamente envolvido.

Na deficiencia de potassio algumas enzimas
da glicolise, como por exemplo a quinase piruvica, tem sua atj
vidade diminuida, havendo acumulo de carboidratos soluveis.
Também o teor de amido sofre alteragao, diminuindo na deficién
cia desse ionio, pois o potassio esta implicado no suprimento

de energia atraves da fosforilagao oxidativa, fotofosforilagao



e sintese de adenina (EVANS e SORGER, 1966).

* Também o metabolismo nitrogenado € alterado
na deficiencia de potassio. Ocorre acumulo de aminoacidos, amj
das e outros compostos nitrogenados soluveis e diminuigao do

teor proteina (NITSOS e EVANS, 1966).

Modificagoes na qualidade e teor de compostos
fenolicos foram encontradas em folhas de fei joeiro quando
cultivados em solugao nutritiva completa e deficiéencia em po-

tassio (ZAGO e AMORIM, 1977).

KASTORI e GRUJIC (1975) encontraram decreésci
mo significante no conteldo de acidos nucleicos quando plantu-
las de milho foram crescidas em deficiéncia de potassio. A adi
¢ao de potassio no meio restaurou o conteudo dessas macromole-
culas, sendo que o acido ribonucleico foi mais facilmente res-

taurado que o desoxiribonucleico.

* 0 aumento no conteudo de putrescina tem sido
exp]icado por uma desordem no metabolismo nitrogenado alteran-
~do o equilibrio cationio-anionio resultante de um aumento de
acidez, com aumento da formagao de enzimas que catalizam a sin
tese de aminas basicas para restabelecer o pH a um valor ade-

quado (COLEMAN e RICHARDS, 1956).

* Putrescina também se acumula na deficiéncia
de magneésio em diversas plantas. Sendo tanto o Mg como o K ne-

cessarios a sintese proteica acredita-se que o acimulo de pu-



trescina seja atribuido a um efeito de massa provocado pelo
alto teor de aminoacidos. nao utilizados na biossintese de

proteinas {BASSO, 1974).

Por outro lado, putrescina & precursora ime-
diata das poliaminas espermina e espermidina, aminas essas de
grande importancia fisiologica (COHEN, 1971). InUimeros traba-
lhos tém mostrado existir uma relagao intima entre essas ami-
nas e o metabolismo de proteinas e dos acidos nucleicos (STE-
VENS, 1970; BYUS e HERBEST, 1976; CALDARERA et aliZ, 1975; RA-

MAKR!ISHNA e ADIGA, 1975).

0 presente trabalho objetiva buscar algumas
informagoes sobre o efeito fisioldgico causado pelo acumulo
de poliaminas em plantas deficientes em potassio no tocante a

sintese de proteinas e acidos nucleicos.



3. REVISAO DE LITERATURA

A presenga da diamina putrescina e das poli-
aminas espermina e espermidina tem sido constatada em microrga
nismos (DUBIN e ROSENTHAL, 1960; GUIRARD e SNELL, 1964; RAINA
e COHEN, 1966; RAINA et alii, 1967; WITKIN e ROSENBERG, 1970),
animais e insetos (DION e HERBET , 1970; SHIMIZU et alii,1965)
e vegetais (HERBEST e SNELL, 1948, 1949; SMITH, 1970a, 1970b;
SMITH, 1975). |

Com respeito as plantas, alguns trabalhos
tém sido feitos procurando relacionar nutrigao mineral e o me-
tabolismo dessas aminas. Destaque tem sido dado ao acumulo da
diamina putrescina sob condigoes de extrema deficiencia de po-
tassio (RICHARDS e COLEMAN, 1952; COLEMAN e RICHARDS, 1956;

SMITH, '1967; CROCOMO et alii, 1974; RUDULIER e GOAS, 1976).

0 caminho biossintético para putrescina foi

estudado em algumas plantas; enquanto que o aminoacido argini-



na constitui o precursor de putrescina em cevada (SMITH e RI~-
CHARDS, 1962) e cana-de-agucar (MARETZKI et alZZ , 1969), ci-
trulina foi preferencialmente transformada na diamina em plan-

tas de gergelim (CROCOMO et alZz, 1970; BASSO, 1974).

‘Em contraste com a via metabolica em micror
ganismos, na qual agmatina € hidrolisada diretamente para 1,4}
-diaminobutano (putrescina) por uma ureohidrolase, em plantas,
a iminohidrolase de agmatina hidrolisa agmatina a NH3 e N-

carbamilputrescina (N-carbamil-1,4-diaminobutano) (SMITH e GAR

RAWAY, 196L4; SMITH, 1969a).

A descarboxilase de arginina, transformando
tal aminoacido em agmatina, esta presente em folhas de cevada
(SMITH, 1963), enquanto que a descarboxilase de ornitina pare-
ce nao existir nesta planta (BASSO e SMITH, 1974) e nem em ger

gelim (BASSO, 1974).

SMITH (1965) relata que a N-carbamil-putres-
cina-amido-hidrolase, cuja atividade era maior em plantas de-
ficientes em potassio do que naquelas que cresciam com teor

normal do elemento.

MARETZKI et alii (1969) observaram a forma-
gao de N-carbamil putrescina-Cl% a partir de arginina, em cul-
tura de células de cana-de-acgucar crescidas em meio contendo

arginina-C!%. Descobriram ainda que esta amina era mais rapida
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mente formada a partir de citrulina. Entretanto, nao foi detec
tada a amina agmatina e os autores aventaram a hipOtese de que
N-carbamil-putrescina pudesse ter sido formada a partir da des

carboxilagao de citrulina.

CROCOMO et aqlZii (1970) relataram o apareci -
mento de N-carbamil-putrescina em plantas de gefgelim (Sesamum
indicum L.) quando crescidas em solugao nutritiva deficiente
em potassio. Este foi o primeiro relato de ocorréncia dessa
amina em plantas superiores sem o uso de precursor bioquimico.
Demonstraram ainda os autores a existéencia de uma descarboxila
se, até entao desconhecida, que transformava citrulina em N-
carbamil-putrescina. Tal enzima era particularmente ativa em

folhas de plantas deficientes em potassio.

~

As poliaminas espermina e espermidina sao
formadas a partir de putrescina, tanto em microrganismo (TABOR
et alii, 1958) como em animais (PEGG e ASHMAN, 1969). Tambem
em plantas de cevada, foi verificado haver incorporagao de pu-

trescina-C!% em espermina e espermidina (SMITH, 1970b; BASSO e

SMITH, 1974).

BASSO e SMITH (1974) notaram que nas defi-
ciencias de potassio ou magnésio havia diminuigao nos teores
de espermina e espermidina em fava e cevada. No mesmo trabalho
foi relatada uma menor incorporagao de putrescina-Cl% em es-

permina tanto em deficiencia de potassio como em magnésio.
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Nos ultimos anos, muita atengéo tem sido da-
da a possibilidade que as poliaminas espermina e espermidina
desempenhem um significante papel na estrutura, fungao e bios-
sintese de macromoléculas como os acidos nucleicos e proteinas
nos sistemas biologicos, especialmente durante o crescimento e

desenvolvimento (COHEN, 1971).

Em virtude de seu carater basico as poliami-
nas se aderem fortemente as cadeias de DNA e RNA por meio de
ligagoes eletrostaticas envolvendo o grupamento fosforico do
acido nucleico e o grupamento amino ou imino das poliaminas. O
exame ao raio-X tem sugerido diversas configuragoes possiveis
para o complexo formado entre espermidina e a molécula de DNA.
Desse modo as poliaminas estabilizam a dupla hélice do DNA bem
como permitem que uma cadeia unica de RNA se dobre em uma con-

figuragao mais compacta tornando-a menos susceptivel a agao

da ribonuclease (STEVENS, 1970; COHEN, 1971).

As poliaminas apresentam igualmente um efei-~
to estimulante sobre a RNA polimerase. Desde que a cadeia du-
pla do DNA provavelmente se separe para a transcrigao, a habi-
lidade das poliaminas em restabelecer a forma de filamento du-
plo pode fornecer uma explicagao para esse estimulo. Por ou-
tro lado, alteragoes nas estruturas secundarias do RNA, provo-
cadas pelas poliaminas, facilitando a remogao do RNA recem-

sintetizado da molecula do DNA tambem constitui em outra
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possivel explicagao dos efeitos fisiologicos provocados pelas

poliaminas (STEVENS, 1970).

lgualmente as poliaminas apresentam um efei-
to marcante no processo da sintese proteica em toda a sua ex-
tensao: elas sao bastante efetivas em provocar a agregagao das
subunidades ribossomicas (305 ou 50S) para formar a particula
ativa (708 ou 805) na sintese de proteinas bem como estabele-
cer a ligagEo entre o amino-acil 1= tRNA e o ribossoma (STEVENS,

1970; COHEN, 1971).

BARBIROLI et alzZ (1971) relatam que espermi
na e espermidina aceleram a sintese de RNA em embriao de gali-

nha.

BYUS e HERBEST (1976) estudando o efeito de
poliaminas na sintese de acido ribonucleico em larvas de Dro-
sophila melanogaster verificaram que espermidina foi especifi-
ca entre varias poliaminas testadas, visto que somente espermi
dina e nao putrescina, espermina, cadaverina ou etilenodiamina,

aumentou a incorporagao de H3-uridina em RNA.

BAGNI (1970) mostrou que durante o crescimen
to de plantas de Phaseolus wvulgaris os conteudos de espermidi-
na e espermina decresceram nos cotilédones e simultaneamente
aumentaram nas rajzes em associagao com semelhante alteragao

nos teores de RNA e proteina.
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No crescimento de plantulas de ervilha-de-~
cheiro (Lathirus sativus L.), os niveis de DNA e RNA e prote]
na marcadamente decresceram nos cotilédones e progressivamente
aumentaram no caulfculo. Nos cotiledones o conteudo de espermi
na e espermidina foram substancialmente reduzidos, enquanto que
os de agmatina e putrescina foram aumentados. Em contraste, o
cauliculo acumulou progressivamente, grandes quantidades de
agmatina, homoagmatina, putrescina, cadaverina, espermina e es
permidina em paralelo com semelhantes alteragoes nos contelddos

de DNA, RNA e proteina (RAMAKRISHNA e ADIGA, 1975).

VAREBEKE, 1975, mostra a habilidade de putres
cina, espermina e espermidina em substituir fons de M92+ na
reagao de transferencia pelo RNA de Phaseolus vulgaris L., pa

ra 17 aminoacidos.

0 fon potassio afeta tanto a produgao dessas
poliaminas em plantas (RICHARDS e COLEMAN, 1952; BASSO e SMITH,
1974) quanto a produgao dos acidos nucleicos (KASTOR! e GRUJIC,
1975) .

HIATT, 1965, reportou que a maxima atividade
de tetraformilhidrofolato sintetase de espinafre foi obtida em
alta concentragao de potassio e especulou que em deficiencia
de potassio, a sintese de acidos nucleicos pode ser afetada de

vido a um bloqueio na sintese de purina.
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4. MATERIAIS E HMETODOS

4.1, Materiaf

Sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.;
cultivar Carioca) foram semeadas em vermiculita esterilizada e

a germinagao foi processada a 300°C.

Sete dias apos a semeadura as plantulas fo-
ram transferidas para bandeja de polietileno, contendo solugao
nutritiva completa onde permaneceram mais quatro dias. Apos
esse tempo as plantulas foram divididas em varios lotes, con-
tinuando o crescimento em solugoes nutritivas completas e de-
ficientes, conforme o Quadro 1. As solugoes eram trocadas se-

manalmente.

Todas as drogas quimicas utilizadas, como
os sais minerais das solugoes nutritivas e reagentes para ana

lises, tinham especificacoes de pureza '"p.a.'". 0s aminoacidos
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e aminas empregadas foram obtidas da Nutritional Biochemicals
Corporation (Cleveland, USA), com exce¢ao da amina N-Carbamil-

putrescina, que foi sintetizada e purificada segundo a técnica

de SMITH e GARRAWAY (1964).

Quadro | - Composi¢ao das soiugoes nutritivas (SARRUGE,1975)

Solucdo Estoque ml/1 de solugao nutritiva

c -N -p -k -Ca  ~-Mg -5
KH2POyM ] 1 - - ] 1 1
KNO3M 5 - 5 - 5 3 3
Ca(NO3) oM 5 - 5 5 - 4 L
MgSOy 2 2 2 2 2 - -
KC1 - 5 ] - - 2 2
CaCl, - 5 - - - ] 1
NHyH, POy - - - 1 - - -
NHyNO3 - - - 2 5 - -
(NHy) 250y - - - - - - 2
Mg (NO3) 2 - - - - - - 2
Microelementos ] i i ] 1 [ 1

Fe EDTA 1 1 1 1 1 ] ]




4.2, Metodos
4.2.1. Ensaios

4.2.1.1. Efeito da deficiencia dos macronuthientes
nos teones das aminas putrescina, esperms
na e espermidina em folhas de fedjoediro
{Phaseolus vulgaris, L.; culiivar Cardoca)

As plantas foram submetidas a deficiencia
dos macronutrientes e a influencia de cada um deles sobre o
teor das aminas foi verificada. As folhas das plantas foram
coletadas para analise quando os sintomas de caréencia de ele-
mento em questao eram constatados. Com excegao das plantas
submetidas a deficiéncia de enxofre, todas as outras cultiva-

das em solugoes deficientes apresentaram sintomas visuais de

carencia.

4.2.1.2. Efeito da degficiencia de potassio nos zeo
res das aminas putrhescina, edpeamina e
espermidina durante o desenvolvimento de
§eijoeino (Phaseolus wvulgaris, L.; culti-
var Carioca).

As folhas das plantas submetidas ao trata -
mento completo e deficiente em potassio foram colhidas em va-
rios perfodos durante o desenvolvimento das plantas e analisa

das quanto ao teor das aminas em questao.
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4.2.1.3., Efedito da absoncao de aminoacdidos e aminas
por 4folhas destacadas de feiljoeiro (Phaseo
lus vulgaris, L,: culiivan Cardioca), sobre
0 teon das aminas putrescina, esdpeamina e
espermidina

Tal ensaio foi conduzido com a finalidade de
se estabelecer os precursores na formagao de putrescina em fej
joeiro. Para tal, folhas trifoliadas de plantas de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris, L.; cultivar Carioca), com um mes de ida-
de, cultivadas em solugéo nutritiva completa, foram cortadas
da planta (sob agua para nao entrar ar nos vasos condutores) e
colocadas para absorver 1 ml de solugao 25 mM das seguintes
substancias: arginina, citrulina, agmatina, lisina, N-carbamil

putrescina, ornitina e agua destilada (controle).

A seguir as folhas foram deixadas com o pe-
ciolo mergulhado em agua durante 24 horas em casa de vegetagao,
procedendo-se entao a colheita das mesmas que foram submetidas

a analise das aminas putrescina, espermina e espermidina.

4.2.1.4, Incorporacao de Leucina-Cl% em  proteinas
de folhas de feijoeino(Phaseolus vulgaris,
L.; cultivar Carioca) cultivados em solu-
cao nutniztiva completa e deficiente em po;
tassio ¢ em folhas normais que absorvenram
as aminad putrescina e espermidina

fom o intuito de estudar os efeitos da de-

ficiencia de potassio, bem como de uma alteragao artificial nos
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teores de poliaminas com respeito a biossintese de proteinas,
o seguinte experimento foi conduzido: folhas trifoliadas de
plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.; cultivar Carioca)
cultivadas em solugao nutritiva completa e deficiente em po-
tassio foram cortadas sob agua, e colocadas a absorver 2 uCi

de leucina-C!% (26,4 mCi/mM).

Uma parte das plantas provenientes do trata
mento completo, alem de absorver primeiramente 2 pCi de leuci
na-CI“, foi colocada a absorver também as aminas putrescina e
espermidina, cujas doses foram calculadas a partir do peso
da folha trifoliada e idade da mesma (1 mes apos transplante
para solugao nutritiva) procurando-se fornecer a essas folhas
o mesmo teor dessas aminas encontradas em plantas de mesma
idade cultivadas em solugao nutritiva deficiente em potassio

(2,2 uymoles de putrescina e 0,5 umoles de espermidina por g

de matéria fresca).

Apos 24 horas de metabolizagao, essas fo-
lhas foram submetidas a analise determinando~se os teores de

proteinas bem como a radioatividade incorporada.
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4.2.1.5. Tncorporacao de P32 (Na,yH32P0,) nos acidos
nucledicos de foLhas de fedijoeiro (Phaseo-
lus vulgaris L.; cultivar Cardioca), cul-
tivados em so0lucao nutritiva completa e
deficiente em potassio e em folhas que ab
sornveram as aminas puirescina e espeamidi
na
lgualmente, procurando-se observar tanto o
efeito da deficiencia de potassio, bem como de um teor de po-

liaminas artificialmente alterado na biossintese de acidos

nucleicos, delineou-se o presente ensaio.

Folhas trifoliadas de feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.; cultivar Carioca),cultivadas em solugSo nutritiva
completa e deficiente em potassio, foram cortadas sob agua e
colocadas a absorver cada uma, a dose de 10 pCi de Na2H32P04

(livre de carregador) contida num volume de 0,1 ml.

Uma parte das plantas provenientes do trata~
mento completo, alem de absorver 10 uCi de NayH32P0,, foi co-
locada a absorver tambem as aminas putrescina (2,2 pyM de pu-
trescina por g/mat. verde) e espermidina (0,5 uM de espermidi-
na por g/mat. verde), cujas doses foram calculadas a par-
tir do peso da folha trifoliada e idade da mesma, procurando-
se aplicar a essas folhas, o mesmo teor dessas aminas encon-
trado em plantas de mesma idade (] mes apos o transplante pa-

ra a solugéo nutritiva), cultivadas em solugao nutritiva defi-

ciente em potassio.
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Apos 24 horas de metabolizagao, essas fo-
lhas tiveram o teor de acidos nucleicos determinados, e feita
também a contagem da radicatividade de P32 jncorporada nos

acidos nucleicos, pelo efeito de CERENKOV.

4.2.1.6. Incorporagdo de Leucina-C'* nas proteinas
de foLhas de feijoeirno {Phaseolus vulga-
rig L.; cultivar Carioca} que absorveram
Actinomicina D

Pretendendo-se verificar o efeito da inter
rup¢ao da biossintese de proteinas sobre os conteudos das
poliaminas, folhas trifoliadas de feijoeiro (Phaseolus vulga-
ris L.; cultivar Carioca), foram cortadas sob agua, e coloca-
das a absorver 2 uCi de leucina-C!* (26,4 mCi/mM) e logo apds
0,5 ml de Actinomicina-D nas doses de 20 e 40 ug cada trata -
mento. Apos 24 horas de metabolizagao essas folhas foram ana-
lisadas quanto aos teores de proteilnas e de poliaminas. Foi
feita também a contagem da radioatividade de leucina-C!* in-
corporada nessas protelnas, procurando-se aquilatar a eficién

cia da Actinomicina-D em paralisar a sintese proteica.

4.2.1.7. Efedito da deficiencia de potassio no teon
de aminoacidos Livres

Folhas de plantas crescidas em ‘solugao nu-
tritiva completa e deficiente em potassio foram analisadas

quanto ao teor de aminoacidos livres.
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4,2.1.7.1, Extracdo dos aminocacdidos Livres

Cinco gramas de folhas de cada amostra foram
trituradas em 50 ml de etanol 80% a quente, em almofariz. Os
pigmentos foram removidos com tetracloreto de carbono em funil
de separagao. 0 extrato livre de pigmentos foi passado por uma
coluna Dowex-50-W-X-8(H*+) (100-200 mesh) de 5 cm de altura. A
seguir, 50 ml de etanol 80% foram passados pela mesma coluna

e depois mais 50 ml de agua destilada.

Para extrair os aminoacidos da coluna foram

passados pela mesma, mais 30 ml de NHyOH OH 4N.

As fragaes coletadas, foram evaporadas até

residuo seco em evaporador a vacuo a 35°C.
Os aminoacidos foram retomados em 2 ml de
tampao citrato de sodio pH 2,2.
4,2.1.7.2. Anatise quantitativa dos aminoacd dos

A analise quantitativa dos aminoacidos foi
feita em analisador automatico de aminoacidos, Beckman, modelo

120 C.
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4.7.2., Metodos de deteaminacdo ¢ sintesde

4.2.2.1. Sintese e punificacao de N-carbamilputres-
cina (SMITH e GARRAWAY, 1964)

Putrescina dihidrocloridrica ( 3,2g) foi dis
solvida em agua (5,0 ml) e neutralizada com hidroxido de po-
tassio 5N (4,0 ml). Cianato de potassio (2,0 g, excesso) em
agua (5,0 ml1), foi adicionado e a solugao aquecida em banho de
agua fervente. Apos meia hora foi colocada uma pequena quanti-
dade de carvao ativado para remover pigmentos e o aquecimento
foi continuado por mais quinze minutos. A solugao foi filtrada
e deixada em repouso por uma noite. Os cristais (A) formados,
foram filtrados, lavados com agua e secados. 0 filtrado foi
evaporado e o residuo (B) deixado por 18 horas em dessecador,

sobre cloreto de calcio.

0 produto (A) corresponde a N-N!'~-dicarbamil-

putrescina.

0 residuo (B) foi extraido com alcool absoluy
to (50 ml), a solugao filtrada e evaporada até secar completa-
mente. 0 residuo foi redissolvido em alcool absoluto (25 ml),
filtrado, sendo borbulhado vagarosamente dentro dessa solugao
hidrogénio cloridrico, sob bgnho de gelo. 0 precipitado branco
produzido, foi filtrado, secado € o produto recristalizado com

etanol 95% resultando em cristais incolores (N-Carbamil putres
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cina). Esse produto foi cromatografado e foi detectada uma

pequena contaminagao com N-N'-dicarbamilputrescina.

A purificagao foi feita dissolvendo o produ
to em agua (2 ml),sendo essa solugao aplicada em uma banda ho
rizontal perto da base de cinco quadrados de papel cromatogra
fico Whatman n? 3 (20 x 20 cm). Os cromatogramas foram corri
dos com butanol, acido acético, agua (4:1:5) (v:v:iv), sendo
utilizada a parte superior. Apos 4 horas, quando a frente do
'solvente atingiu o topo do papel, o cromatograma foi removido
e seco. A N-carbamilputrescina foi localizada com reagente de
p-dimetilamino benzaldeido, sobre tiras cortadas dos cromato-
gramas. As regioes dos cromatogramas contendo N-Carbamil pu-
trescina foram repicadas e eluidas com agua, usando tres por-

goes de 50 ml cada.

As solugoes foram combinadas e a agua remo-

vida usando um evaporador rotatorio.

0 residuo foi colocado sobre cloreto de ca]
cio em dessecador a vacuo por 18 horas e recristalizado com
etanol 95% no qual foi adicionada 1 gota de HCIl concentrado.
Os cristais obtidos corresponderam a N-Carbamil putrescina

(CsHy30,Ns. HCT).

4.2.2.2. Detenminagao de putrescdina, espermina e
espermidina

0 metodo empregado consistia em uma adapta-
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¢ao feita por SMITH (1973). O material vegetal foi extraido
com acido tricloroacético a 5% (8 ml/g de matéria fresca) pe-
la maceragao em homogeneizador Virtis durante um minuto. Apods
centrifugagao a 5.600 x g durante 5 minutos o sobrenadante foi
agitado durante uma hora em presenga de | g de resina DOWEX
50 W x 8 (HY), 20 - 50 mesh. A seguir a resina foi lava-
da com 20 ml de agua destilada, sendo as aminas (putrescina,
espermina e espermidina) extraidas pela agitagao da resina
com 10 ml de acido cloridrico 12N durante 2 horas. A fragao
contendo as aminas foi evaporada ate resfduo seco, a 60°C sob
vacuo e dissolvida em 1 ml de HCI 0,1 N. Desta solugao alfquo
tas de 0,1 ml foram transferidas para tubos de ensaio com tam
pa esmerilhada, de 5 ml de capacidade, juntamente com 50 mg
de NaHCO03 e 0,2 m]l de solugao de cloreto de l-dimetilaminonaf
taleno-5-sulfonila (300 mg em 10 ml de acetona). A reagao se
processou por 16 horas a temperatura ambiente quando entao
15 mg de prolina dissolvidos em 0,1 ml de agua destilada fo-
ram adicionados. Apos 60 minutos os derivados fluorescentes
das aminas eram extraidos em 2,5 m]l de tolueno por agitagao
mecanica durante 15 segundos. Os tubos eram entao centrifuga-

dos e alfquotas de 10 pl da camada tolueno eram submetidos a

cromatografia em camada delgada.

Foram empregadas placas de 20x20 cm com ca-
mada de gel de sTlica (250 u de espessura) gque haviam sido

ativadas a 100°C por 2 horas. Como solventes cromatograficos
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foram empregados as misturas ciclohexano : acetato de etitla

(3:2) para a separagao de putrescina, espermina e espermidina.

Logo apds a separagao cromatografica que
era acompanhada mediante iluminagao de placa com luz ultra-
violeta, as mesmas eram retiradas da camara e pulverizadas com
25 ml de uma mistura de-trietanolamina : isopropanol (1:4).
ApOs evaporagao do isopropanol as placas eram mantidas sob

vacuo em presenga de gel de silica como desidratante durante

20 horas.

-

A seguir as placas eram submetidas a anali
se usando-se Qm densitometro Vitraton TLD 100. Media-se as-
sim a intensidade de fluorescencia a 507 nm de cada derivado
de amina pela ativagao dos compostos com luz de 365 nm. Como
padroes, 0,1 umoles de cada amina eram submetidos a reagao
para a formagao de derivados fluorescentes, e igualmente sub-
metidos a cromatografia em camada delgada. Para se contornar
o problema da desuniformidade das placas, juntamente com as

amostras eram cromatografados os padroes.

4.2.7.3. Determinacdo dos teores de protelna

As folhas colhidas foram extraidas com solu
¢ao, de NaOH 0,IN (10 ml/g mat. verde) pela trituragao em
almofariz e o homogeneizado obtido foi mantido em repouso

uma noite. Depois de centrifugado a 5.600 x g durante 10 minu
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tos, as proteinas foram precipitadas com acido tricloroacetico
20% (1 m) para 3 ml de solugao original). Separadas por centrj
fugégéo, as proteinas foram tratadas com acetona gelada, para
retirada de pigmentos. Novamente, foi feita a centrifugagao e
o precipitado retomado em NaOH 0,IN (10 ml/g de peso verde ori
ginal) e determinadas segundo LOWRY et alii (1951) obtendo-se
a reta padrao com Albumina dé Soro Bovina kBSA, da Sigma Che-

mical Company).

4.2.2.4. Detenminacido da radiocatividade nas protel-
nasé

As proteinas depois de extraidas, precipita-
das e novamente solubilizadas em NaOH 0,IN, como descrito no
item 4.2:2.3. foram novamente tratadas com acido tricloroacetico
a 20% (1 m1/3 m) de solugao original). A mistura foi aquecida
em banho-maria a 100°C durante 10 minutos e filtrada em filtro
"milipore' (Bedford, USA) o qual era introduzido dentro de um
frasco cintilador contendo 10 ml de solugao cintiladora (40 mg

de PPO + 0,5 mg POPOP e 10 ml de Tolueno).

Para se contornar o problema da auto-absor -
¢ao devido a camada de proteina depositada no filtro, fazia-se
a precipitagao de uma mesma quantidade de proteina para todas
as amostras. lsto era possivel conhecendo-se previamente o teor
de proteina na solugao e tomando-se volumes variaveis de cada

amostra, mas que contivessem a mesma quantidade de proteinas.
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4.2.2.5. Extrnacao dos acidos nucleicos

Os acidos nucleicos foram extraidos segundo

o método de BROUGHTON (1970).

Folhas foram colhidas e homogeneizadas com
metanol a 0°C (1 g de folha para 10 ml de metanol). 0 homoge-
neizado foi transferido para tubos de centrifuga e centrifuga

do a 5.000 g a 2°C durante 10 minutos.

0 precipitado foi ressuspendido novamente

em 10 ml de metanol a 0°C e centrifugado durante 10 minutos.

0 precipitado dessa centrifugagao foi res-
suspendido e centrifugado duas vezes com 10 ml de metanol con
tendo 0,05M de acido formico. Essa fase reduz ao maximo a at}
vidade das nucleases e remove a maioria dos pigmentos e tam*™
bém facilita a remogao dos componentes fosforados dos mate-

riais nao nucleicos.

0s homogeneizados resultantes das lavagens
com metanol, foram extraidos 3 vezes com porgoes de 10 ml de
acido perclérico 0,2N a 2°C. Essa operagao € necessaria para

remover o fosforo inorganico.

0 residuo foi entao, extraido com etanol sa
turado com acetato de sodio, imediatamente apos a ultima la-

vagem com acido, para a remogao de lipideos.
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Para assegurar a completa remogao de lipi-
deos, esta etapa foi seguida por duas extragoes com etanol-clo

roformio (3:1), uma vez com etanol- éter-(3:1) e finalmente com eter.

0 residuo proveniente da extragao com eter

foi seco pela evaporagao do €ter e armazenado a -20%c.
4.2.2.6. Deteaminagao dos acidos nucleicos

Primeiramente foi feita a separagao do DNA

e RNA pela hidrolise do RNA segundo BROUGHTON (1970).

Apos a pesagem do residuo seco obtido no
item 4.2.2,5,foi adicionado a este, 15 ml de KOH 0,3N e deixado
hidrolizar a 37°C durante 3 horas. Em seguida foi feita a aci-
dificagao com HC10, 0,2N a 2°9C. Esse material foi centrifugado
a 2°C e o residuo lavado duas vezes com HC10, 0,2N a 20¢c. Os
sobrenadantes foram juntados e os volumes foram medidos (fra-

¢ao de RNA).

Em sequida os precipitados obtidos foram hi-
drolisados com HCI10, 0,2N a 90°C durante 15 minutos. Esse ma-
terial foi centrifugado e o precipitado foi lavado duas vezes
com HC10, 0,2N. Os sobrenadantes foram juntados e os volumes

foram medidos (fragao de DNA).

0 teor dos acidos nucleicos foram medidos

segundo o metodo de SPIRIN, 1958, que consiste em determinar a



27.

absorbancia dos sobrenadantes obtidos a 270 e a 290 nm e divi-
dir a diferenga entre as absorbancias pelo fator 0,19, sendo
obtidos os valores em microgramas de fésforo contido nos aci-

dos nucleicos, por ml de solugao.

Os valores expressos em mg de DNA ou RNA,fo-
ram obtidos multiplicando os resultados acima por 10,1 e 10,5,

respectivamente.

4.2:2:7. Detenminacde da radioatividade nos acidos
nucledicos

As fragoes de RNA e DNA obtida no itemki2.2.6,

tiveram sua radioatividade contada pelo efeito CERENKOV.
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5. RESULTADOS E DISCUSSEO

5.1. Egedito da degiciencia dos macronutriented no teor de
puthescina, espermidina e edpermina em foLhas de
gedljoeino |(Phaseolus vulgaris L.; culiivar Carioca)

0 efeito das deficiencias dos macronutrien-
tes sobre os teores de putrescina, espermidina e espermina,foi
estudado em feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.; cultivar Cariom)

e os dados estao dispostos na Tabela 1.

Os maiores teores de espermidina encontrados
foram nas folhas das plantas deficientes em potassio e magne -
sio, enquanto o teor de espermina aumentou significativamente

nas deficiencias de nitrogenio e calcio.

0 teor de putrescina foi muito mais elevado
na deficiencia de potassio, sendo igualmente afetado pela de-

ficiencia de magnésio.
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Todos os tratamentos apresentaram sintomas
~visuais caracteristicos das respeétivas deficiencias, coinci -
dindo com aqueles descritos em feijoeiro por COBRA NETO et alit
(1971), com excegao do tratamento deficiente em enxofre,o qual

no final do ciclo, tinha um aspecto semelhante ao controle.

Durante a evolugao da deficiéncia de potas
sio o teor de putrescina se eleva abruptamente apos o 209 dia
de deficiencia (Grafico 1), coincidindo com um incremento nos
teores de espermidina (Grafico 2). Quanto a poliamina espermi-

na, esta nao exibiu uma alteragao diferente do controle (Grafi

co 3).

0 acumulo de putrescina em plantas em condi
coes de deficiencia de potassio esta fartamente documentado na
literatura (SMITH e RICHARDS, 1962; SINCLAIR, 1967; YOSHIDA,
1969; CROCOMO et alii, 1970; BASSO e SMITH, 1974). Dibios, en-
tretanto, se apresentam os mecanismos propostos para explicar
o acumulo de tal amina nesta condigao de deficiéncia. Assim,
embora o mecanismo baseado no desiquilibrio ionico, propoéto
por COLEMAN e RICHARDS (1956) possa explicar razoavelmente o
acumulo de putrescina em plantas deficientes em potassio, ocor
re certa dificuldade em se conceSer o acumulo dessa diamina em
condigoes de deficiencia de magnesio. Isto porque a deficien-
cia de magnésio nao provoca diminuigao no teor de potassio e
ainda pelo fato do magnesio representar uma pequena proporgao

do total de cations no suco celular (SMITH, 1973), a despeito
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do elevado teor de putrescina nestas condigaes (BASSO e SMITH,

1974) .

BASSO (1973) e BASSO (1974) propuseram um
mecanismo segundo o qual putrescina tem seu teor aumentado,em
condigoes de deficiéncias de potassio e magnesio, devido a

uma diminuigao na sintese proteica.

Tanto o potassio como o magneésio sao neces-
sarios no processo de biossintese de proteinas (EVANS e SORGER
1966; WEBSTER, 1961; BOULTER, 1970) e nas. deficiencias dos
mesmos ocorre o acumulo dos aminoacidos nao incorporados nos
peptideos, acimulo esse que por efeito de massa induz a forma
¢ao das descarboxilases resultando num incremento no teor de
putrescina (BASSO, 1973). No presente trabalho foi observado
um acumulo de diversos aminoacidos livres em folhas deficien

tes em potassio (Tabela 6).

Tanto pela Tabela 1, como pelas Graficos 1
e 2, podemos observar um paralelismo nos teores de putrescina
e espermidina. Como putrescina e precursor imediato da polia-
mina espermidina (TABOR et aliZ, 1958) um acumulo daquele fa-

vorece a formagao deste uUltimo.

5.2. Possivedis precunsored de puthescina em fedfoeino

+ Na Tabela 2 se encontram os resultados do

efeito da absorgao de aminoacidos e aminas por folhas de fei-
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joeiro nos teores de putrescina, espermidina e espermina.

Entre os compostos absorvidos pelas folhas,
arginina, agmatina e N-Carbamilputrescina foram os que mais

elevaram os teores das aminas estudadas.

Esses dados sugerem que o precursor de pu-
trescina na planta estudada seja arginina e o caminho biossin
tético para a produgao dessa amina seria por intermédio de
agmatina, N-carbamilputrescina e depois putrescina. Os resul-
tados sao semelhantes aos de MARETSKI et aliZi (1969), SMITH
(1963) e SMITH (1970b), que identificaram arginina como pre-

. L 4 N .
cursor para a biossintese de putreecina em plantas.

A descarboxilase de arginina em plantas
transforma arginina para a forma de agmatina e C0, (SMITH,1963).
A iminohidrolase de agmatina, hidrolisa agmatina a N-carbamil-
putrescina e NHs (SMITH e GARRAWAY, 1964; SMITH, 1969a). N-car
bami lputrescina e transformada em putrescina atravées da enzima
N-carbamilamidohidrolase, cuja atividade e maior em plantas
deficientes em potassio do que naquelas crescidas com o teor
normal do elemento (SMITH, 1965; SMITH, 1967). Putrescina dara
origem as poliaminas espermidina e espermina (TABOR et alid,

1958; COHEN, 1971; SMITH, 1970).

Os dados ainda mostram que quando as folhas

absorveram ornitina e especialmente citrulina, houve tambem
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uma elevagao nos teores de putrescina, sugerindo entao que
tais aminoacidos foram transformados em arginina, mediante
o ciclo ornitina-ureia, como ja foi observado em gergelim(BAS
SO, 1974). Por outro lado, nao esta descartada a possibilida-
de de citrulina sofrer descarboxilagao, originando a amina -

N-carbamilputrescina. Entretanto, em feijoeiro, o caminho bios
sintetico preferencial para a sintese das poliaminas parece
ser a partir do aminoacido arginina, o gual tem o seu teor
aumentado de 30 vezes por ocasiao da deficiéencia de potassio

(Tabela 6), colaborando sobremaneira para o acimulo de putres

cina.

5.3. Efeito f4is4i080gico das poliaminas nos phrocedsdos de

biossintese de proteinas e acidos nucleicos

Recentemente grande atengao tem sido dada
a possibilidade de que as poliaminas desempenhem papel signi-
ficativo na estutura, funcao e biossintese de macromoléculas
como proteinas e acidos nucleicos nos mais diversos sistemas
biologicos, especialmente durante o crescimento e desenvolvi-

mento (TABOR e TABOR, 1964; STEVENS, 1970; COHEN, 1971).

Assim, em tecidos animais de crescimento ré
pido, como embriao de galinha e figado de rato em regeneragao,
observa-se um paralelismo entre o acumulo de espermidina e a

sintese de acidos nucleicos (RAINA e JANNE, 1970; SNYDER e
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RUSSEL, 1970). Tal fato igualmente € observado em tecidos vege
tais onde foi demonstrado um sincronismo entre as variagoes nos
teores de poliaminas (espermidina e espermina) com as altera-
¢oes nos conteudos de DNA, RNA e proteinas durante a germina -
¢ao e desenvolvimento de plantulas de Phaseolus (BAGNI, 1970)

e Lathirus (RAMAKRISHINA e ADIGA, 1975).

0 efeito prejudicial do elevado teor de pu-
trescina em plantas deficientes em potassio € um fato ja com-
provado (COLEMAN e RICHARDS, 1956). 0 carater competitivo en-
tre putrescina e espermidina ja foi observado em E. colZ. As-
sim, aumento no teor de putrescina ocorre concomitantemente
com paralizagao na sintese proteica (RUBENSTEIN et alziZ, 1972)
bem como anula a agao estimulatoria da espermidina na sintese
de RNA (INOUYE e PARDEE, 1970; RAINA e COHEN, 1966). Nesse con
texto, BASSO (1977) observou que o crescimento das diversas par
tes (raiz, caule, folhas) de plantulas de feijoeiro era tanto
mais intenso quanto menor era a relagao molar putrescina/esper
midina. O mesmo era valido para plantas deficientes em potas-
sio ou magnesio, onde a citada relagao resultava aumentada,

sendo a sintese proteica e o crescimento bastante diminufdos.

Em consideragao a tais evidéncias, procurou
se, no presente trabalho, verificar algum efeito fisiologico
do elevado teor de putrescina em plantas. Assim, quando a re-
lagao molar putrescina/espermidina foi artificialmente aumen-

tada, a um valor semelhante aquele observado em plantas defi-
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cientes em potassio, constatou-se uma redugao na sintese de
proteinas (Tabela 3) e de acidos nucleicos (DNA e RNA) (Tabe-
la 5). Observa-se ainda pelas mesmas tabelas que os teores
dessas macromoléculas sao diminuidas por ocasiao da deficien-

cia de potassio.

Por outro lado, a interrupgao da sintese de
proteinas, mediante o emprego de Actinomicina D promoveu au-
mento substancial no conteudo de putrescina (Tabela 4). 0s da
dos demonstram que a paralizagao na sintese proteica em ex-

tensao semelhante aquela observada em plantas deficientes em

potassio (Tabela 3) eleva a relagao molar putrescina/espermi-

dina.

Como na deficiencia de potassio ocorre di-
minuig¢ao na sintese proteica (Tabela 3) ao mesmo tempo em que
o conteudo de putrescina e elevado, pode-se questionar se
seria a ausencia do ionio potassio o Unico e direto responsa-

vel pela dificuldade na biossintese de proteinas.

Pode-se, pois, sugerir que a deficiencia de
- . . . . . ° .
potassio em plantas impega inicialmente a sintese proteica,
uma vez que tal elemento &€ requerido no processo de ativagao
dos aminoacidos. Em consequéncia resultaria um elevado conteu
do de aminoacidos livres, especialmente arginina, o qual re-
sultaria em um incremento no teor de putrescina. A relagao

molar putrescina/espermidina se elevaria, manifestando uma
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agao fisiologica prejudicial, afetando a sintese de acidos

nucleicos posteriormente das proteinas.
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6. CONCLUSDES

O0s dados obtidos permitem apresentar as ob-

servagoes e conclusoes que se seguem.

As deficiéncias de magnésio e especialmente
potassio resultam em acumulo de putrescina. Tal diamina & sin-
tetizada a partir do aminoacido arginina, o qual se apresenta
em teor bastante elevado por ocasiao da deficiencia de potas-
sio. A via metabolica preferencial parece ser por intermedio
da descarboxilagao desse aminoacido originando agmatina e pos-

teriormente N-carbamilputrescina como precursor mais imediato.

Ao que parece o acumulo de putrescina é con-
sequéncia do elevado teor de arginina devido a uma interrupgao
na sTntese de proteinas. 0 consequente aumento na relagao mo-
lar putrescina/espermidina b1oquéia a sintese dos acidos nu-

eleicos, afetando ainda mais a sintese de proteinas.
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0s dados obtidos reforgam a suposigao de que
as poliaminas exibem uma atividade fisiologica marcante, sendo
que tais compostos possam ser responsaveis, pelo menor em par-
te, pela redugao no crescimento das plantas em condigoes de

deficiencia de potassio.



7. SUMMARY

The present work has the aim to find out
some information about the physiological effects of the
increased polyamines content in potassium deficient plants,

mainly on protein and nucleic acids biosynthesis.

Phaseolus vulgaris were grown in a green
house using nutrient solutions either complete or deficient
in macronutrients and the leaves were analysed for the poly-
amines putrescine, spermine and spermidine, and for the amino-

acids.

Some leaves of the normal plants were fed
with possible precursors for putrescine synthesis. So, the
leaves were allowed to absorb each one of the following amino
acids and amines: lysine, arginine, citrulline, ornithine,
agmatine and N-carbamylputrescine. After a 24 hours period
of metabolization, putrescine, spermine and spermidine were

measured,
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The physiological effects of such polyamines
was tested on protein and nucleic acids biosynthesis, using a
radioisotopic method, by counting the radioactivity from leu-
cine-Cl* and NazH32POq incorporated into such biopolimers.
In this experiment leaves of normal and potassium deficient
plants were used, as well as normal leaves which absorbed poly-
amines (putrescine and spermidine) in order to change artifi-
cially the molar ratio putrescine/spermidine to the same value

found in potassium deficient leaves,

Another experiment was performed trying to
study the effect of protein synthesis interruption on the con-
tent of polyamines. For this, different dosis of Actinomicin-D
were applied to normal leaves and polyamines content were analy-

sed.

Amino acids and polyamines were extracted from
the leaves with 80% ethanol or 5% trichloroacetic acid, respec-
tivelly, and separated on DOWEX-50W-X8 cationic exchange resin.
The polyamines were determined fluorimetrically and the amino
acids by automated liquid chromatography. Protein and nucleic
acids were estimated colorimetrically and its radioactivity

measured by Liquid Scientillation counting.

The data shows that magnesium and specially
potassium deficienty increase of putrescine content. Such amine
is formed mainly from arginine using agmatine and N-carbamyl-

putrescine as metabolic intermediates. In potassium deficient
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plants the content of free arginine is very high and should
be responsible for the high level of putrescine. As a result,
there is a increase in the molar ratio putrescine/spermidine,
which can disrupt the synthesis of nucleic acids, impairing,

one again, the protein synthesis.

The results increase evidences in what the
polyamines exhibit a great physiological activity, beeing
responsible, at least in part, for the reduced growth of

potassium deficient plants.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Actinomicina D

Folhas de plantas cultivadas em solugao nutri-
tiva completa e que absorveram as aminas putres
cina e espermidina

Solugao nutritiva completa

Solugao nutritiva deficiente em calcio

Rcido desoxiribonucleico

Solugao nutritiva deficiente em potassio
Solugao nutritiva deficiente em magnesio
Solugao nutritiva deficiente em nitrogenio
Solugao nutritiva deficiente em fosforo
Putrescina

Rcido Ribonucleico

Espermidina

Espermina
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Tabela 6 - Quantidade de aminoacidos livres em folhas de fei-
joeiro (Phaseolus vulgaris, L.; cultivar Carioca),
cultivados em solugao nutritiva completa e defi-

ciente em potassio

Quantidade de aminoécidos'em tmoles/g de peso verde

+K -K Teste F
Ac. Aspartico 1,21 0,45 S.
Ac. Glutamico 1,64 0,90 S.
Glicina 0,095 0,30 S.
Alamina 0,735 0,515 N.S.
Isoleucina 0,045 0,335 S.
Leucina 0,05 0,285 S.
Tirosina 0,02 0,025 N.S.
Fenilalanina 0,055 0,25 S.
Lisina 0,045 0,135 5.
Histidina 0,055 -
Arginina 0,095 2,915 N.S.

Amonia 1,195 1,67 N.S.
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