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AVALIACAO E COMPARAGCAO DA COMPOSICAO QUIMICA DA SEIVA
APOPLASTICA E SIMPLASTICA DE PLANTAS CONVENCIONAIS

Jéssica Cristina Stefanutto’; José Eduardo Goncalves?

RESUMO: O feijao e o milho séo culturas de grande importancia econémica mundial. Sdo cultivados em
regides tropicais e subtropicais de mais de 90 paises. Uma ferramenta muito importante atualmente é o uso
da biotecnologia como a transformacéo genética. Ela € empregada na obtencgédo de plantas mais resistentes
aos fatores que acarretam perdas na producéo, principalmente estresses abidticos. Os tecidos dos colmos
desta planta consistem do espaco intercelular (apoplasto) e espaco vacuolar (simplasto), e desses tecidos
se obtém as seivas apoplastica e simplastica. A partir dessas seivas se faz a determinacédo da composicao
guimica dos componentes majoritarios, e verifica suas possiveis relagbes com a modificagdo genética
empregada. Ha o propésito de se obter maior conhecimento sobre o impacto de organismos geneticamente
modificados (OGM) sobre o ambiente e sobre a sanidade alimentar, contribuindo com a melhoria na
producédo de feijdo e milho e diminuindo os possiveis impactos ambientais causados pelos OGM. As
amostras estudadas demonstraram mudancas no perfil quimico das seivas de feijdo e milho, nas
concentracdes de carboidratos, aminoacidos, proteinas e prolina em todas as determina¢des do contetddo
da seiva apoplastica. Deste modo, evidencia-se que a mudanca empregada esté correlacionada a varios
fatores condicionantes para o desenvolvimento da planta.

PALAVRAS-CHAVE: Andlise quimica, seiva simplastica e apoplastica, OGM.

1 INTRODUCAO

No Brasil existe uma preocupacdo crescente com a qualidade da alimentacao
servida aos alunos dentro das escolas para que 0S mesmos consumam alimentos
saudaveis, uma vez que temos um aumento da obesidade e todos os problemas de salde
relacionados. Uma alimentacdo saudavel esta relacionada aos tipos de alimentos

consumidos e também com a qualidade destes alimentos.

Com o aumento da populagdo mundial, tem-se um aumento no consumo de
alimentos e uma produgéao cada vez maior para suprir a demanda. Neste sentido existe
uma busca frequente para aumentar a producdo de alimentos através da adicdo de

produtos quimicos ou através de melhoramentos genéticos (transgénicos).

O uso desta tecnologia abre oportunidades para o aumento da tolerancia pela

incorporacdo de genes envolvidos na protecdo de alguma fonte dentro de plantas
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importantes para a agricultura. Assim, o desenvolvimento de plantas com a expresséo do
transgene dirigida por promotores induzidos por estresse pode ser uma estratégia
promissora para superar possiveis danos causados e manter a produtividade em regides

afetadas por periodos de falta de agua ou por doencas.

Em plantas superiores, o transporte do floema oferece a maioria dos nutrientes
necessarios para o crescimento e armazenamento. Cerca de 90% da biomassa vegetal,
sdo transportados como acucares e aminoacidos num fluxo de solucdo, em que é
impelido do floema por for¢a hidrostética gerada pela diferenca de pressdo entre fonte
(ex. folha) até os érgaos dreno (ex. caule) através de caminhos do floema.

A via simplastica é caracteristica da maioria dos caminhos de carregamento e
descarregamento, e em algumas circunstancias, pode ser interrompida pela via

apoplastica.

AcuUcares como a rafinose parecem ser carregados pela via simplastica. Enquanto
a sacarose e certos aminoacidos sao carregados em veias menores dos apoplastos da
folha por transportadores localizados na membrana plasmatica do complexo elemento
crivado/célula companheira (LALONDE et al, 2003).

A sacarose € o principal produto da fotossintese em muitas plantas superiores. Ela
€ transportada a partir do tecido de origem através do floema para os diversos tecidos
drenos para apoiar o crescimento, desenvolvimento e reproducao da planta (FELIX et al,
2009).

Os tecidos dos colmos da cana-de-acgucar, milho e feijado consistem de espacos
intercelulares (apoplasto) e o espaco vacuolar (simplasto), onde se encontra a seiva
(DONG et al, 1994). O apoplasto esta envolvido com transportes de minerais a curta e
longa distancia, importantes para a nutricdo mineral da planta. H4 também a presenca de
bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio, envolvidas no crescimento da cana-de-
acucar, milho e feijao (SATTELMACHER, 2001).

A composi¢cdo quimica do fluido apoplastico e simpléstico foi alvo de estudos
anteriores, estes estudos deram enfoque a associacdo de bactérias fixadoras de
nitrogénio localizadas no meio rico em sacarose (liquido do apoplasto) e suas
guantidades no volume total liquido. Houve a verificacdo das relagBes de simbiose nessas
culturas em solos pobres e ricos em nitrogénio. E em relacdo aos carboidratos, a

determinacdo do acumulo de sacarose nesses espacos livres e seus mecanismos de
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transporte foram elucidados. Além de identificacdo e quantificacdo de compostos
nitrogenados tais como proteinas, aminoacidos, amonio, nitratos, nitritos nas seivas dos
caules (GLASZIOU; GAYLER, 1972; DONG et al, 1994; BALDANI et al, 1997; TEJERA et
al, 2006).

Atualmente, ao nosso conhecimento, as analises dos componentes majoritarios em
cana-de-aclcar transgénica tem sido realizadas somente nas folhas, e o presente
trabalho vem contribuir para discutir a presenca desses componentes quimicos no caule
(parte da cana-de-aclcar que é utilizada tanto para a producdo de alimento, combustivel
ou energia). Ocorrendo a possibilidade de verificar se a transgenia para uma expressao
isolada tem influéncia na planta como um todo. Este estudo enfoca mais as alteracdes
guimicas nas concentracdes dos componentes primarios das plantas. Entretanto,
possibilita uma grande abertura para o estudo das razdes metabdlicas para qualquer tipo
de alteracdo ocorrida em um organismo geneticamente modificado (OGM).

Neste contexto; o presente trabalho realizou a andlise dos componentes principais
da seiva apoplastica e simplastica de feijao e milho. Realizou-se a analise de
componentes como acgucares totais, aminoacidos livres, prolina livre e proteinas totais.
Em especial o componente prolina dessas plantas, possibilitando uma comparacéo do
ponto de vista quimico, com o propésito de se obter conhecimento sobre o impacto de

organismos geneticamente modificados (OGM).
2 OBJETIVOS

Determinar a composicdo quimica das seivas apoplastica e simplastica de milho e
feijdo transgénico e convencional; Verificar a interferéncia da transformacgdo genética na

sintese e translocacdo dos componentes majoritarios das plantas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CRESCIMENTO

O material vegetal foi gentilmente cedido pelo Instituto Agrondmico do Parana —
IAPAR de Londrina. Para este estudo foram utilizadas plantas de feijao e milho
(convencionais). Estas plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo na Estacdo do

Instituto Agronémico do Parana — IAPAR em Londrina, sob as mesmas condiges.

As plantas estavam sob a responsabilidade do Pesquisador Dr. Luiz Gonzaga
Esteves Vieira. Este material foi coletado no IAPAR, se retirou as folhas, e os colmos
foram cortados entrends e congelados para transporte e armazenamento. Armazenou-se

em freezer a -80°C até o momento da extracao.
3.2 EXTRACAO DAS SEIVAS

A extracdo do fluido apopléstico das plantas de feijao e milho foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita por DONG et al,1994. Os entrends dos caules foram
cortados ao meio. Os fragmentos dos caules foram imersos em etanol por 10 minutos em
recipiente de vidro refratario dentro de capela de exaustdo, depois foram inflamados.
Apbs este tratamento a seiva apoplastica foi obtida por centrifugacédo a 5.500 rpm por 20
minutos em temperatura de 0 - 5° C (TEJERA et al; 2006).

A seiva extraida foi centrifugada para retirada de sujidades decorrentes da queima.
E a seguir foi armazenada em freezer. Apds a centrifugacéo, os fragmentos resultantes,
foram prensados em centrifuga para liberacdo da seiva simplastica, (liquido vacuolar da
célula), e foi filtrada em gaze. Para retirada do material lignificado, fez-se esta ultima
centrifugacéo a 9500 rpm por 10 min. em temperatura de 0 - 5°C e congelou-se. As
amostras resultantes das extragbes foram liofilizadas e armazenadas em freezer para

posteriormente serem utilizadas nas analises quimicas.
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3.3 DETERMINACAO DE MASSA SECA DOS COLMOS

Retirou-se amostras de massa conhecida e congelou-se. Estas amostras sofreram

liofilizag&o até a obtencdo de material estavel.

3.4 DETERMINACAO DE MASSA SECA DAS SEIVAS APOPLASTICA E
SIMPLASTICA

As seivas apoplastica e simplastica foram congeladas e passaram pelo processo

de liofilizac&o até obtencédo de material seco estavel.
3.5 METODOS ANALITICOS
3.5.1 Métodos Espectrofotométricos

As amostras foram analisadas em triplicatas e tiveram as médias calculadas para

obtencao dos resultados.

A dosagem de acuUcares totais foi realizada pela preparacdo de uma solucédo das
seivas apoplastica e simplastica em concentracdo de 50 ug/mL e analisados segundo o
método colorimétrico do fenol-acido sulfarico (DUBOIS; GILES; HAMILTON, 1956).
Adicionou-se 1 mL dessas solucdes em tubos de ensaio e a seguir 0,5 mL da solucéo
reagente A (5 g de fenol em agua g.s.p. 100mL). Agitou-se por 10 segundos. A seguir
adicionou-se 2,5 mL da solucéo reagente B (acido sulfurico concentrado) sobre a solucao
com agitacdo vigorosa. Estas solucbes foram aquecidas em banho-maria durante 10
minutos, e a seguir resfriadas por 15 minutos. A presenca de acgucares foi visualizada pelo
aparecimento da cor amarelo alaranjado. Para as leituras em 490 nm utilizou-se
espectrofotometro Varian Cary Modelo 1E UV-VIS. A curva padrdo de glicose foi

construida na concentragéo 10-60pg/mL.
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A determinacdo de aminoacidos livres foi realizada pelo método colorimétrico
empregando o reagente de ninidrina (MAGNE AND LARHER, 1992), o preparo das seivas
apoplastica e simplastica foi a concentracdo de 1.000 pg/mL. Colocou-se em tubos de
ensaio 0,5 mL de tampé&o citrato 0,2 M — pH 4,6 (21,008g de acido citrico em 200 mL de
agua destilada, 200 mL de NaOH 1 N, agua
g.s.p (500 mL). Adicionou-se 1 mL das solucdes das seivas nestes tubos e 1mL de
solucdo de ninidrina (1 g de ninidrina, 0,03 g de acido ascorbico em etilenoglicol
monometil éter g.s.p. 100 mL). Apds agitacdo; os tubos foram aquecidos em um banho
fervente por 15 minutos, resfriados em temperatura ambiente e adicionou-se 3 mL de
solucdo hidroetandlica 60% como diluente. Fez-se a leitura em 570 nm e a curva de
calibracdo foi construida usando-se a L-leucina como padrdo na concentracdo de 10-
100pg/mL.

A determinacédo de prolina livre foi realizada pelo método colorimétrico empregando
o reagente de ninidrina (MAGNE; LARHER, 1992) e o preparo das seivas apoplastica e
simplastica se deu em concentracdo de 50.000 pug/mL. Colocou-se em tubos de ensaio
0,5 mL das solugbes de seivas. Sobre esses, adicionou-se 2 mL de solugéo de ninidrina
(1 g de ninidrina em acido acético: agua 60: 40 v/v g.s.p. 100 mL). Apos agitacdo, 0s
tubos foram aquecidos em banho fervente por 1 hora, resfriados a temperatura ambiente
e adicionou-se 5 mL de tolueno. Seguiu-se 15 segundos de agitacdo vigorosa e as fases
foram separadas. Retirou-se a fase superior para leitura, sendo esta estavel por 24 horas.
A leitura foi realizada em 520 nm e a curva padréo de L-prolina na concentracéo de 10-
60ug/mL.

A dosagem de proteinas totais foi realizada pela preparacdo de uma solucao das
seivas apoplastica e simplastica em concentracdo de 1000 pug/mL e quantificadas pelo
método de HARTREE (1972). Colocou-se em tubos de ensaio, 1 mL dessas solucdes.
Sobre esse 1 mL, adicionou-se 0,9 mL do reagente A (2 g de tartarato duplo de sédio e
potassio, 100 g de Na,CO3z em 500 mL de NaOH 1 mol/L, g.s.p 1000 mL agua destilada).
As solucbes permaneceram em banho-maria a 50 °C durante 10 min. Em seguida foram
resfriadas até a temperatura ambiente e adicionou-se 0,1 mL do reagente B (2 g de
tartarato duplo de sodio e potassio, 1 g de CuS0O4.5H,O0 em 90 mL de agua destilada e
10 mL de NaOH 1 mol/L), permanecendo 10 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida, adicionou-se 3 mL do reagente C (1 mL de reagente de Folin Ciocalteau 2 N

diluido em 15 mL de agua destilada), e as solu¢cdes permaneceram em banho-maria a 50
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°C por 10 minutos. Resfriou-se até temperatura ambiente. A presenca de proteinas foi
visualizada pelo aparecimento de uma coloracdo arroxeada. A curva padrdo de
soroalbumina bovina estava na concentracdo de 10-100ug/mL. Realizou-se a leitura em
650 nm.

3.5.2 Método Espectroscopico

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) e
Carbono treze (RMN de *3C) foram realizados no Departamento de Quimica-UEM e
obtidos em espectrometro VARIAN, modelo Mercury Plus, operando a 300,059 MHz para
0 nlcleo de *H e 75,457 MHz para o nucleo de *C. Também foram obtidos espectros
DEPT e bidimensionais, HMBC, HMQC e COSY, os quais foram utilizados como auxilio
nas atribuicdes dos deslocamentos quimicos (5) de *H e *3C. Os espectros de RMN de *H
e de *3C das amostras foram obtidos utilizando-se como solvente a 4gua deuterada (D,0).

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em ppm.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

A anadlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa STATISTICA 8.0.
Sendo a comparacao entre as médias efetuada pelo teste T para amostras independentes
em nivel de 5% de significancia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DETERMINACAO DE MASSA SECA

Para o milho, o valor encontrado para a massa seca foi de 31,00 % e para o feijao
47,48%. Segundo WACLAWOVSKY et al, 2010 , rendimentos comerciais sao relatados

com base no peso fresco como uma tentativa de corrigir a quantidade de matéria. A
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guantidade de agua e biomassa esta condicionada ao tipo de cultivar e estacdo do ano
em que é colhida, de modo que os célculos devem se basear empiricamente, determinou-

se que os dados sao bastante consistentes.

Por outro lado, o teor de fibra (massa seca insollvel em agua) é uma caracteristica
da cultivar, em que os fitomelhoristas praticamente descartam variedades obtidas que nao
superem 10,5% de fibra. Além do fator condicionante ambiental, os ambientes como solo,
umidade, idade ou corte, exercem grande influéncia na formacao das partes moles (75%
do colmo, com 8% de fibra e 80% do caldo) e das partes duras (25% do colmo, com 75%
de fibra e 75% do caldo) (HORII, 2004).

4.2 DETERMINACAO DE MASSA SECA DAS SEIVAS APOPLASTICA E
SIMPLASTICA

Para o milho, o valor encontrado a partir da massa seca foi de 5.23 % e 14.8% para
o feijdo. Os valores encontrados reiteram um maior rendimento do feijdo na obtencéo das
seivas em relacao ao milho, o volume de fluido do apoplasto do feijao encontrado na seiva
apoplastica teve um rendimento maior que do milho, em estudos anteriores houve a
verificacdo dos volumes de liquido do apoplasto e conforme descrito havia maior espaco

livre em caules de cana maduros (DONG et al, 1994).
4.3  ANALISE QUIMICA DAS SEIVAS

Os acucares totais foram quantificados por um método colorimétrico. O valor médio
de acUcares determinado para a seiva apoplastica foi de 32.79 + 2.12 mg de acgUcares
totais/g de milho e para a seiva apoplastica foi de 20.34 = 0.15 mg de acgUcares totais/g
de feijao.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste T demonstraram que os valores
séo significantemente diferentes para um intervalo de confianca de 95%. Os resultados

mostram um aumento significativo na quantidade de aguUcares totais presentes no milho

comparado ao do feijao.
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Figura 1. Comparacgédo entre as concentracdes de agUcares totais de seivas apoplastica do milho
e feijao.

O descarregamento da sacarose (principal agucar transportado) do floema pode

passar através de trés compartimentos celulares, compartimento apoplastico ou espaco

intercelular, compartimento metabdlico ou citoplasma e compartimento de

armazenamento ou vacuolo.

Diferentes formas de invertases estdo associadas com cada um desses
compartimentos metabdlicos. Invertases tém sido consideradas como principais
reguladores de crescimento das plantas, e mais especificamente da acumulacdo de
sacarose (GAYLER; GLASZIOU, 1972).

A potencial contribuicdo para a relagéo fonte-dreno de variacédo espacial e temporal

7

na expressao de uma variedade de transportadores de aclUcar é o principal foco de
consideravel atencdo em acumulacdo de carboidratos em culturas. Os envolvidos com o
metabolismo de sacarose na cana em internodos das plantas maduras tém sido

identificados como transportadores de acucar de renome (CASU et al, 2003).

Os estudos que estdo em andamento, estabeleceram e pretendem estabelecer a
localizacdo e caracterizacdo funcional de uma série de transportadores de hexose e
sacarose (RAE et al.,2005).

Na analise da seiva simplastica, os resultados obtidos foram de 94.21 + 0.88 mg de
acucares totais/g de milho e 72.56 + 5.18 mg de acucares totais/g de feijdo. Estes valores
foram significantes pelo Teste T, houve 0 aumento da quantidade de acguUcares totais da

seiva simplastica do milho em relagéo a seiva simplastica do feijao.
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O armazenamento de acucares totais sollveis se encontra no vacuolo que é
conhecido como um importante sitio de armazenamento de produtos de fotossintese
como sacarose e frutanas. A remobilizacdo e quebra desses compostos no vacuolo
podem afetar o crescimento, rendimento e valor das culturas gramineas (RAE, et al,
2009).

Sob certas condicles, as particbes de carbono para sacarose nos internodos,
chega a ser de 50% de seu peso seco (0.7 M) (MOORE,1995). A sacarose composta de
carbonos é fixada por fotossintese e translocada das folhas para varios tecidos dreno e
pode ser estocada como sacarose ou particionada entre respiracao, incluindo processos

catabdlicos (glicélise) e anabdlico (gliconeogénese).

Considerando a seiva simplastica do milho, houve maior acumulo de acuUcares, e
este acumulo deve estar relacionado com mecanismos moleculares como enzimas

cataliticas e transportadores de acucares.

Os aminoacidos foram quantificados por um método colorimétrico empregando o
reagente de ninidrina e o valor médio de aminoacido determinado para a seiva
apoplastica do milho foi de 1.07 £+ 0.04 mg de aminoacido/g de milho e para a seiva
apoplastica fo feijao foi de 0.55 + 0.003 mg de aminoacido/g de feijao.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste T demonstraram que os valores
sdo significantemente diferentes para um intervalo de confianca de 95%. Os resultados
mostram um aumento significativo na quantidade de aminoacidos presente no milho

comparado ao do feijao.
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Figura 2. Comparagédo entre as concentragdes de aminoécidos de seivas apoplastica do
milho e do feijao

CESUMAR

covpo OUNIYERSITARIODE MARINGA
owenidacle. o Conhteimts



? Anais Eletronico

>0 VI MostraInterna de Trabalhos de Iniciagdo Cientifica ISBN 978-85-8084-413-9
23 a 26 de outubro de 2012

Na analise da seiva simplastica, os resultados obtidos foram de 2.80 £ 0.01 mg de
aminoacido/g de milho e 2.00 + 0.02 aminoacido/g de feijdo. Estes valores foram
significantes pelo teste T.

A assimilacdo de nitrogénio € um processo vital para o controle de crescimento e
desenvolvimento da planta. Nitrogénio inorganico é assimilado como aminoacidos
glutamina, glutamato, asparagina e aspartato, servindo como importantes carregadores
de nitrogénio em plantas. As enzimas glutamina sintase (GS), glutamato sintase
(GOGAT), glutamato desidrogenase (GDH), aspartato aminotransferase (ASpAT), e
asparagina sintetase (AS), sdo responsaveis pela biossintese destes aminoacidos
transportadores. Estudos bioquimicos revelaram a existéncia de mdltiplas para cada uma
destas enzimas (LAM et al, 1996). Isto sugere que o aumento de aminoacidos nas plantas

estejam relacionados ao sistema enzimatico.

O aminoacido prolina foi quantificado por um método colorimétrico empregando o
reagente de ninidrina e o valor médio de prolina determinado para a seiva do milho foi de
0.029 £ 0.003 mg de prolina/g de milho e para a seiva apoplastica do feijao foi de 0.013 +
0.002 mg de prolina/g de feijao.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste T demonstraram que os valores
séo significantemente diferentes para um intervalo de confianca de 95%. Os resultados
mostram um aumento significativo na quantidade de prolina presente no milho comparado

a seiva apoplastica do feijao.

O estresse hidrico induz grandes aumentos na concentracdo de prolina no floema
de alfafa, sugerindo que o0 aumento na deposicdo de prolina no apice radicular em plantas
estressadas hidricamente pode, em parte, ocorrer pelo transporte de prolina via floema.

Em termos de significancia de acumulacdo de prolina, a hipétese mais comum
considera prolina como um agente protetor para enzimas citosélicas e estruturas de
membranas (GIROUSSE; BOURNOVILLE; BONNEMAIN, 1996).
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Figura 3. Comparacgéo entre as concentragdes de prolina das seivas apoplasticas do milho e do
feijao.

Altos niveis de prolina livre tém sido reportados pela modificacdo genética de vérias
espécies de plantas e a maioria dos relatos revelam acimulo somente em condi¢des de
estresse. Ela tem se mostrado habil para inducéo da expressdo génica (HELLMANN et al.
2000). A prolina desempenharia um papel base na transducdo da regulacdo génica
desempenhado por outros aminoacidos (FAFOURNOUX et al. 2000). Uma funcao da
prolina no desenvolvimento pode ser que ela atue na protecdo das células contra danos
osmoticos, especialmente em processos de desenvolvimento, nos tecidos que sofrem
desidratacéo espontanea (TROVATO; MATIOLI; COSTANTINO, 2008).

Na analise da seiva simplastica, os resultados obtidos foram de 0.091 + 0.041 mg
de prolina/g de de milho e 0.049 + 0.023 prolina/g de feijao. Estes valores ndo foram
ghsignificantes pelo teste T.

A concentracdo de prolina livre acumulada nas plantas varia conforme o estadio
vegetativo, tipo de 6rgao ou tecido e, principalmente entre espécies (KAVI KISHOR et al.,
2005). Diante das condi¢cdes experimentais e dos resultados obtidos observou-se que as
concentragdes de prolina entre as plantas sdo similares em termos de seiva simplastica

em condi¢des de suprimento de dgua normais.

As proteinas foram quantificadas pelo método de (HARTREE, 1972) e o valor
médio de proteinas determinado para o milho foi de 1,13 + 0,08 mg/g de milho e para o
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feijdo de 0,43 + 0,06 mg de protéina/g de feijdo. Os resultados obtidos foram
submetidos ao tratamento estatistico e revelam que os valores sdo significantemente

diferentes entre si para um intervalo de confianca de 95%.

As proteinas encontradas no floema incluem proteinas-P filamentosas (as quais
estdo envolvidas na obstrucdo dos elementos crivados danificados), as proteinas
guinases (proteinas de fosforilagdo), a tioredoxina (reducdo dissulfidica), a ubiquitina
(degradacao de proteinas), as chaperonas (dobramento de proteinas), e os inibidores de
proteases (protecdo das proteinas do floema contra a degradacédo e defesa contra os
insetos sugadores) (TAIZ; ZEIGER, 2010).

PROTEINAS

= 1.13+0.08
8 120 - T
{=1]
S 1.00 - =
£
.i 0.80 4 Feijgo
g 080 - 0.43+0.06
=
2 040 -
5
o 0.20 -

0.00 -

Figura 4. Comparagédo entre as concentracdes de proteinas de seivas apoplasticas do milho e do
feijao.

O conteudo de proteina se mostrou mais elevado na seiva apoplastica do milho,
evidenciando novamente o papel na via de absorcdo e acumulo de nitrogénio, pois a

prolina, é obtida do glutamato, que exerce papel fundamental nessa via (LAM et al, 1996).

Para as seivas simplasticas do milho e feijdo os valores obtidos foram de 2.23 +
0.28 e 1.85+ 0.22 mg de proteina/g de milho e feijao, respectivamente. Os resultados
obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico e revelaram que os valores ndo sao

significantemente diferentes entre si para um intervalo de confianca de 95%.
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54 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

As interpretacdes dos dados de RMN nos levaram a molécula de sacarose (Figura
10), que se trata de um dissacarideo muito comum entre as espécies vegetais e este se
classifica como componente principal (FERREIRA et al., 2001).

A identificacdo da sacarose, isolada das seivas do milho e feijao, foi realizada com
base nos dados de RMN de *H e *C, em comparacéo com aqueles obtidos nas mesmas

condic¢Bes, a partir da molécula de sacarose de origem comercial (PARADA et al., 2001).

Analisando o espectro de RMN de *H, se verificou sinais na regido de acticar entre
OH 3.2 e 4.0, além do sinal atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono anomérico em oH
5.46. No experimento DEPT para todas as seivas, registraram-se 12 sinais de carbono,
sendo trés sinais atribuidos aos carbonos metilénicos 8CH,.6 (62.98-63.09), C-1'(64.19-
64.33) e C-6'(65.26-65.33) e um quaternario em 6C-2’(106.58-106.65), que confirmaram a

estrutura do dissacarideo sacarose.

N&o foi localizado nenhum sinal para o aminoacido prolina em relacdo ao padréao
comercial, visto que pela espectrofotometria ele se encontrava em concentracdo muito

baixa nas seivas.

Sacarose H-1"

6 CH.OH _
2 H-6
o

CLICOSE

FRUTOSE

CESUMAR

t( YUNIYERS ugs .
wtenigdace. do mwfmrm



9 Anais Eletrénico

VI Mostra Interna de Trabalhos de Iniciacdo Cientifica

f@ 23 a 26 de outubro de 2012

Seiva apoplastica
convencional

N i

ISBN 978-85-8084-413-9

-1

s.0 .S
(pp1m)
D>,
Sciva apoplastica
transgE&énica

| & B | | & Bec
M/

s'o a’s

Seiva simplastica
convencional

D,O

H-6

Seiva simplastica
transsénica

iy .

\

4.0 3.5

(ppm)

(PP

Figura 5. Espectros de RMN 'H da sacarose e das seivas apoplastica e

simplastica do milho e feijdo

L't\tuﬂl:,\[\‘l:ﬂi ITARIODE MARINGA
ovintihie i Conketimtls



? Anais Eletrdnico

>0 VI MostraInterna de Trabalhos de Iniciagdo Cientifica
23 a 26 de outubro de 2012

ISBN 978-85-8084-413-9

Estes espectros de RMN 'H evidenciam a semelhanca entre as seivas

apoplasticas e simplasticas do milho e feijdo com o espectro da molécula de sacarose

sintética.

Tabela 1 - Deslocamentos quimicos (ppm) de *C , para a sacarose e seivas apoplastica e

simpléstica do milho e feijdo dissolvida em agua deuterada (D,0).

Composto

Sacarose
(Sac)

Atribuicéo

CH-1 (Gli)

CH-2

CH-3

CH-4

CH-5

CH2-6

CH,-1'(Fru)

CH-2’

CH-3

CH-4

CH-5

CH,-6’

Sac

95.13

72.18

74.03

75.36

75.53

63.08

64.32

106.64

79.38

76.96

84.32

65.32

Milho
SA

95.07

72.09

73.96

75.29

75.44

62.98

64.19

106.58

79.25

76.86

84.26

65.26

Feijao
SA

95.07

72.09

73.96

75.28

75.44

62.98

64.19

106.58

79.25

76.86

84.27

65.26

Milho
SS

95.15

72.19

74.04

75.37

75.53

63.09

64.33

106.65

79.39

76.97

84.32

65.33

Feijao
SS

95.15

72.19

74.04

75.37

75.53

63.09

64.33

106.65

79.39

76.97

84.32

65.33

*Sac=Sacarose, SA=Seiva apoplastica, SS=Seiva simplastica.

A tabela demonstra os valores de deslocamentos atribuidos aos carbonos das

seivas apoplastica e simplastica do milho e feijdo, com o composto de sacarose

comercial, e verifica a pouca ou auséncia de diferencas entre eles.
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Tabela 2 - Deslocamentos quimicos (ppm) de 'H , para a sacarose e seivas apoplastica e
simpléstica do milho e feijdo dissolvida em agua deuterada (D,0).

Milho Feijao Milho Feijao
Composto Atribuicdo Sac SA SA SS SS
Sacarose CH-1(Gli) 5.46 5.40 5.40 5.45 5.45
CH-2 3.63 3.60 3.60 3.63 3.63
CH-3 3.81 3.76 3.75 3.81 3.81
CH-4 3.52 3.46 3.46 3.51 3.52
CH-5 3.91 3.86 3.86 3.91 3.91
CH,-6 3.86 3.80 3.81 3.86 3.86
CH,.1’(Fru) 3.73 3.70 3.67 3.72 3.73
CH-2'
CH-3’ 4.25 4.20 4.20 4.25 4.25
CH-4 4.10 4.05 4.05 4.10 4.10
CH-5 3.97 3.92 3.91 3.97 3.97
CH,-6’ 3.87 3.82 3.82 3.87 3.87

*Sac=Sacarose, SA=Seiva apoplastica, SS=Seiva simplastica.

A tabela demonstra os valores de deslocamentos atribuidos aos hidrogénios das
seivas apoplastica e simplastica do milho e feijdo, com o composto de sacarose

comercial, e verifica a pouca ou auséncia de diferencas entre eles.

6 CONCLUSAO

Verificaram-se diferencas significativas nas determinacbes de todos o0s
componentes das seivas apoplasticas do milho em comparacdo ao feijdo. Ja na
verificagdo da seiva simplastica ocorreram mudangas somente nos conteudos de

acucares totais e aminoacidos totais.
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O nivel de prolina em todas as células das plantas (milho e feijao) ndo foram
significativamente diferentes, mas de alguma maneira, teve influéncia no desenvolvimento

de cada cultura.

Se faz necessaria uma investigacdo maior no campo da bioquimica e genética para
verificar a manipulacdo genética nestas culturas (milho e feijao) para melhor elucidacao
dos mecanismos referentes as alteracdes que as mesmas vém sofrendo durante o0s
altimos anos, assim novos estudos serdo realizados nas culturas de milho e feijdo para
fazer uma avaliagédo entre as plantas geneticamente modificadas com as plantas que néao

sofreram mudancas genéticas.
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