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I - INTRODUCRO

Embora o potdssio seja um elemento essencial requerido em
guantidades apreciaveis para que as plantas superiores manifestem um
crescimento adequado, pouco se sabe a respeito de suas fungoes meta
bélicas. E o mais abundante cationio no suco celular, apresentando
-se em concentragdes superiores a 0.05 N; supbe-se que todo o potas
sio se encontre na forma ionica, pois que ainda nao foi observado

integrando moléculas organicas.

Entretanto, nada menos que meia centena de enzimas tem sido
relatadas na literatura como sendo ativadas pelo idnio potassio, de
monstrando a implicagao de tal elemento em diversas reagoes bioqui
micas. Estudos cinéticos, espectrofotométricos, eletroforéticos e
outros, tem evidenciado a habilidade do potassio em alterar a con-
formagao espacial das moléculas de enzimas resultando numa maior ou
menor exposigao dos centros ativos, e a necessidade de uma elevada
concentragao de potassio no . suco celular pode estar relacionada

com a nao formagao de complexos estaveis com moléculas proteicas,
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comparéyeis com aqueles que se formam com muitos metais de transi-
cao (EVANS e SORGER, 1966).

Com o intuito de melhor conhecer o papel metabolico desempg
nhado pelo potassio na nutricgao de plantas superiores, uma série de
trabalhos foram efetuadds relatando os efeitos ocasionados pela de-
ficiéncia de tal elemento; o aumento na fragao nitrogenada soldvel
e a diminuigao no teor de proteinas foram as primeiras evidencias
no sentido de se atribuir ao potassio alguma implicagao com a sinte

se protéica.

Com respeito ao metabolismo dos compostos nitrogenados, a
descoberta de que uma amina, putrescina, se acumulava em plantas de
cevada deficientes em potassio (RICHARDS e COLEMAN, 1952) se reves-
tiu de algum interesse; isto porque putrescina atingia niveis toxi-
cos, sendo, pelo menos.em parte, responsavel pelos sintomas caracte
risticos da deficiencia do citado elemento (COLEMAN e RICHARDS,
1956). A partir de entao, diversos trabalhos foram realizados, evi
denciando ser de ocorrencia universal no reino vegetal o acumulo
dessa diamina como resposta a um suprimento inadequado de potassio:
oito espécies vegetais pertencentes a cinco familias (SMITH, 1963)
e a bactéria Eschernichia coli (RUBENSTEIN et al., 1972) acumularam

putrescina quando cultivadas em meio carente em potassio.

Embora se conhega com bastante detalhes as vias metabolicas
pelas quais putrescina é formada, a razao ou razoes que levam a cé-
lula deficiente em potassio a sintetizar ‘e acumular essa diamina
ainda é assunto para algumas especulagoes. Enquanto alguns pesqui-
sadores lhe atribuem a responsabilidads de manter o equilibrio iani
co, que ter-se-ia alterado devido a deficiéncia de potassio (COLE-
MAN e RICHARDS, 1956), outros afirmam que ela pode desempenhar fun-
¢oes relevantes no metabolismo celular, uma vez que ja foi eviden-
ciada a essencialidade desta amina nos processos metabolicos de al-
guns organismos (STEVENS, 1970; COHEN, 1971).
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Embora as enzimas envolvidas na sintese de putrescina de-

monstrem maior atividade em condigoes de deficiéncia de potassio,

elas nao sao diretamente afetadas pelo ionio potassio (SMITH, 1963;

SMITH, 1965); por outro lado, putrescina também se acumula em virtu
de da deficiencia de magnésio em cevada (SMITH, 1973).

Putrescina é precursora imediata das poliaminas espermina e
espermidina, aminas estas de crescente importancia fisiologica,pois
que tais substancias apresentam a faculdade de promover o crescimen
to de diversos organismos; ainda mais, tais aminas estao frequente
mente associadas com sistemas de crescimento rapido, normal ou pato
logico (COHEN, 1971). Assim, putrescina e as poliaminas espermina
e espermidina sao detectadas em quantidades razoaveis em embriao de
cereais (MORUZZI e CALDARERA, 1964) bem como em tumores de plantas
(BAGNI et al., 1972) ou de animais (RUSSEL, 1971; COHEN, 1971; WIL-
LIAMS-ASHVAN, 1972), estando ainda relacionadas com a sintese de
proteinas e acidos nucleicos (COHEN, 1971; STEVENS, 1970). Por ou-
tro lado, tanto putrescina como as poliaminas mencionadas, apresen-
tam variagoes em seus teores quando da deficiencia de potassio ou
magnésio, quer. em microrganismos (VIOTTI et al., 1971) ou em plan-
tas de cevada (SMITH, 1970a; SMITH, 1973).

Tais evidéencias, acrescidas do fato de que tanto o potassio
como o magnésio estao implicados na sintese de proteinas, constitui
ram suficiente motivagao para a realizagao do presente trabalho,bus
cando algumas indicagoes nos teores e intensidade de sintese das a-
minas com o objetivo de melhor compreender o acumulo de putrescina
em plantas sob condigoes de deficiéncias dos referidos minerais.
Ademais, até o presente momento, nao se sabe se o acimulo de putres
cina devido a deficiencia de magnésio venha a ser tao generalizado

entre as espécies vegetais assim como o € na deficiéncia de potas-

sio.
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IT - REVISAO DA LITERATURA

A amina putrescina foi relatada ocorrer em quantidades apre
cidveis em plantas de cevada submetidas a condigdo de deficiencia de
potdssio (RICHARDS e COLEMAN, 1952) e o carater toxico dessa amina
foi relacionado com os sintomas caracteristicos daquela deficiencia
mineral (COLEMAN e RICHARDS, 1956).

As vias metabdlicas de sintese de putrescina tém sido exten
sivamente estudas em plantas superiores, animais 2 microrganismos.
Enquanto que em células animais (PEGG et al., 1970; KAY e LINDSAY
1973; WYATT et al., 1973) e microrganismos (MORRIS e PARDEE, 1966;
TABOR e TABOR, 1969) o aminoacido ornitina, mediante descarboxila-
gdo, constitui um caminho de facil acesso a formagdo de putrescina,
em plantas superiores arginina (SMITH e RICHARDS, 1962) e citrulina
(MARETZKI e NICKELL, 1969: CROCOMO et al., 1970; BASSO, 1973) de-

monstraram ser os precurssores mais imediatos.

Em cevada, espécie vegetal onde melhor foi estudada, a sin-
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tese de putrescina se inicia com a descarboxilagao enzimatica de ar
ginina (SMITH, 1963) originando a amina agmatina. A seguir esta a-
mina se transfbtma em N-carbamilputrescina (N-CP), sendo este com-
posto hidrolisado & putrescina pela enzima N-carbamil-putrescina a-
midoidrolase (SMITH, 1965). Ainda segundo esse autor, esta enzima
e a descarboxilase de arginina, exibindo maior atividade em plantas
deficientes em potassio, devem se apresentar em concentragdes abso-
lutas maiores, pois que o ionio potassio nao tem efeito inibitorio

sobre as mesmas.

Procdurando explicar o acumulo de putrescina em plantas defi
cientes em potassio, COLEMAN e RICHARDS (1956) propuseram um meca -
nismo, admitindo que a deficiéncia de potassio alters o balango in-
terno entre cationios e anidnios inorganicos, cuja tendencia seria
de aumentar a acidez do suco celular. Sugeriram entao os autores,
gue o acumulo de aminas basicas operaria como um mecanismo interno

de compensagao para manter o pH a um valor fisioldgicamente adequa-
do.

Alguns experimentos foram realizados procurando solidificar
as bases sobre as quais este mecanismo homeostatico se fundamenta.A
descoberta de GALE (1940). de que a descarboxilase de arginina em
Eschernichia coli exibia maior atividade quando o microrganismo era
cultivado em meio acido, e ainda o fato de que o pH do suco celular
de algumas espécies vegetais era significativamente reduzido devido
a deficiéncia de potassio, estimularam SMITH e SINCLAIR (1967) area
lizarem um experimento, tentando simular as condigoes de desiquili-
brio ionico (causado pela(deficiéncia de potassio) pelo fornecimen-
to de HC1 0,025 N a plantas de cevada através das raizes. Tal tra-
tamento nao alterou o conteddo de potassio nas folhas, porquanto pro
moveu aumento nas atividades de descarboxilase de arginina e de N-
carbamilputrescina amidoidrolase, duas enzimas responsaveis pela
sintese de putrescina a partir de arginina: observou-se ainda elevg

cao nos teores de agmatina e putrescina. Entretanto, o aumento no
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teor de putrescina nao pade ser interpretado apenas pela maior ati-
vidade das enzimas envolvidas em sua sintese a partir de arginina,
pois que o incremento sofrido por este aminoacido foi maior do que

aquele ocorrido com a amina putrescina.

Em outra ocasiao (SMITH 1970b) sugeriu que um sistema envol
vido na sintese das enzimas responsaveis pela formagao de putresci-
na fosse estimulado devido a uma redugao no pH do suco celular. A
deficiencia de potassio aceleraria a formacao de tais enzimas que
produziriam entao as aminas basicas, mantendo constante o valor da
concentragao hidrogenioionica. Este sistema seria de um controle
tao precisa que, em folhas de cevada, em extremas condigoes de defi
ciéncia de potassio, nenhuma redugao no valor do pH do suco celular

poderia ser detectada.

Em condigoes avangadas de deficiéncia de potassio, o teorde
putrescina chega a superar 1% (com base na matéria seca), represen-
tando 10% do nitrogéenio total. e ainda compensa até 30% o "deficit”

de potassiyv em termos de equivalentes cationicos (MURTY etal.1971).

Acimulo de putrescina tambem tem sido relatado ocorrer em
plantas de cevada deficientes em magnésio (SMITH, 1973), e o meca-
nismo proposto por COLEMAN e RICHARDS (1956). baseado no desiquili-
brio ionico, nao explica satisfatoriamente o acimulo desta diamina
nesta condicaode deficiencia. Nao se sabe se as enzimas responsa-
veis pela sintese de putrescina a partir de arginina estejam mais
ativas na deficiéncia de magnésio, embora ja& tenha sido proposto um
segundo mecanismo sugerindo que putrescina seja formada para subs-
tituir o magnésio no metabolismo e fungoes dos acidos nucleicos
(SMITH, 1973).

Por outro lado, o acumulo de putrescina em Eschendichia coll
cultivada em meio deficiente em potassio, parece nao ser decorren-

cia do "deficit” cationico. pois que um decréscimo de 40% na concen
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tracao interna de cationio monovalente nao acarretou aumento signi-

ficativo na sintese de putrescina (RUBENSTEIN et al., 1972).

De outra feita, a deficiéncia de potdssio ou de magnésio al
teram os conteldos das poliaminas espermina e espermidina, tanto em
microrganismos (VIOTTI et al., 1971; RUBENSTEIN et al., 1972) co-
mo em plantas (SMITH, 1970a; SMITH, 1973)., e estas poliaminas Junta
mente com putrescina, tém demonstrado certa atividade fisiologica,
Eonstituindo fator de crescimento para microrganismos, tecidos de
plantas e de animais (SMITH, 1971).

Putrescina tem sido demonstrada como sendo o precursor ime-
diato para a biossintese das poliaminas espermina e espermidina
(TABOR et al., 1958; WILLIAMS-ASHMAN, 1972).

Foi observado que em um mutante auxotrofico de Escherichia
cofi, mesmo crescendo em condicoes de um suprimento restrito de or-
nitina e arginina, parte substancial destes aminoacidos entrando
nas células eram utilizados na formacao de poliaminas, evidenciando

a necessidade fisiolOgica dessas aminas (TABOR e TABOR, 1969).

Ademais, tem sido demonstrado que as poliaminas parecem ser
essenciais a divisao celular em Escherichia coli; experimentos con-
duzidos por INOUYE e PARDEE (1970) sugerem que a relacao molar en-
tre putrescina e espermidina constitua um fator critico para a divi

sao das celulas.

Muito da habilidade dessas aminas de se apresentarem fisio-
logicamente ativas, parece estar relacionada com a interagao dessas
substancias com acidos nucleicos. Assim as poliaminas se aderem for
temente as cadeias de DNA ou de RNA por meio de ligagoes eletrosta-
ticas envolvendo o grupamento fosfato do acido nucleico e o nitro-

genio das aminas. Desse modo as poliaminas estabilizam a dupla hé-

lice do DNA bem como permitem que uma cadeia tnica de RNA se dobre

em uma configuracao mais compacta tornando-o menos susceptivel a a-
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cao da ribonuclease. Apresentam também as poliaminas a faculdade
de estimular as atividades de DNA e RNA polimerases, bem como de pro
mover a associagao das subunidades ribossomicas e ainda efetuar a

ligagao entre o aminoacil-tRNA e o ribossoma (STEVENS,1970: COHEN,
1971).

0 fato de que as pollaminas estimulam o crescimento de mi-
crorganismos e de tecidos de plantas e de animais € de particular
interesse, e a interagao dessas poliaminas com os acidos nucleicos
provavelmente fornega um mecanismo para esse estimulo. Este efeito
‘foi primeiramente observado em 1949, quando HERBST e SNELL (citado
por SMITH, 1972) identificaram no suco de laranja um fator necessa-
rio ao crescimento da bactéeria Hemophilus parainfluenzae o qual foi
demonstrado como sendo a diamina putrescina. A partirdeentao, dig
minas e poliaminas se mostraram como sendo capazes de estimular o
crescimento de bactérias (lactobacillus, Neissernia, Pasteunella e
Veillonella), fungos (Aspergillus e Saccharomyces), insetos (Onizae
phylus) e culturas de células de cobaia e de plantas superiores. A

1ém do mais, a habilidade da droga Talidomida de formar complexos

com as poliaminas pode explicar as suas propriedades teratogenicas
(SMITH, 1972).

Especialmente tom referencia as plantas superiores, COCUCCI
e BAGNI (1968) demonstraram que putrescina e espermidina estimulam
a incorporagao de fenilalanina em uma preparagao ribossomica obtida
de tubérculos de Heliant/ws tuberosus, usando um sistema de sintese
de proteinas com acido poliuridilico. Observaram tambem os auto-
res, que o teor de poliaminas rapidamente se eleva quando explantes
de tubérculos foram incubados com acido indolacético (AIA), e suge-
rem ainda a possibilidade de que, pelo menos em parte, o efeito do
AIA em promover o crescimento e a sintese de proteinas depende da in

ducao promovida pela auxina em ativar a sintese das poliaminas.
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IIT - MATERIAL E METODOS

1. Material

Sementes de cevada (Hordeum vulgare L., cultivar  Zephyr),
fava (Uicia faba L., cultivar Aquadulce Claudia) e espinafre (Spi-
naceae oferacea L., cultivar Noorman) foram semeadas em areia lava-
da contida em recipientes plasticos em casa de vegetagao. 0O mate-
rial foi dividido em varios lotes os quais eram diariamente umideql
dos com solugbes nutritivas cuja composigao é apresentada no Quadro
n® 1, obtendo-se assim os diversos tratamentos. 0s seguintes micro
nutrientes foram adicionados em cada tratamento na forma dos compos
tos e concentragoes (em pyg/ml) que se seguem: Fe-EOTA, 5,6; MnSD4 .
.4H20, 0,5; Cu304.5H20. 0,06; ZnSO4.7H20, 0,07; HSBOS' 0.68;N32M004

.ZHZO, 0,05; NaCl, 1,45; 00504. 0,01; NaVGB, 0,01 (SMITH, 1973).

As drogas quimicas utilizadas, como sais iminerais, reagen-

tes analiticos e solventes cromatograficos, apresentavam a especifi
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cagao de pureza "p.a”.

Nos ensaios com tragadored foram empregados L-arginina-u
148 (18.3 mCi/mM) obtidos do Ra-
diochemical Centre (Amersham) e tbstados quanto & pureza radioquimi

14ﬂ [aYa) {
-7'C (338 mCi/mM) e putrescina-1,4-

ca mediante & tecnica cromatografica.

Quadro n® 1 - Composicdo das sblugbes nutritivas em toncentragéo
milimolar.
. tratamentos
Componentes 1 2 3 a4 5 6 7
K2804 2.0 - - - - 2.0 -
Ng804 las 105 - - 1-5 - -
CaCl2 4,0 4.0 4.0 - 4.0 5.5 5.5
NH4H2P04 1.33 1.33 1.33 1.33 1.33 1.33 1.33
(NH412HPD4 0.07 0.07 0,07 0.07 0.07 0.07 0.07
NH4ND3 6.0 4,0 -: 4.0 4,0 6.0 6.0 6.0
[NH4)2304 - 2.0 2.0 2.0 - - -
NaZSO4 - - -. ,- B 2.0 - 2.0

2. Metodos

2.1. Ensaios

2.1.1. Efeito das deficiencias combinadas de cationios meta
Yicos no teor de putrescina em cevada

Objetivando observar o efeito de deficiéncias de K, Ca e Mg

combinadas ou nao, realizou-se um ensaio no gqual plantas de cevada
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foram crescidas em casa de vegetagao utilizando-se as solugoes nu-
tritivas apresentadas no Quadro n® 1. Como se observa, em alguns
tratamentos foram efetuadas as substituigoes do K+ pelo Na+ e do
Mg++ pelo Ca“° Apos 4 semanas de crescimento, quando eram visi-
veis os sintomas de deficiencias (amarelecimento das folhas e redu-
gao no crescimento), a parte aérea foi colhida e amostras de 10 g
foram rapidamente submetidas 3 dosagem de putrescina. Outra porgao
de folhas (5 g) foram utilizadas para determinagao da matéria seca.

A amostragem foi realizada com duas repetigoes.

2.1.2. Efeito das deficiencias de K e de Mg nos  conteudos
de putrescina e poliaminas

Plantas de cevada, fava e espinafre foram crescidas em casa
de vegetagao utilizando-se solugoes nutritivas completa, deficiente
em potassio e deficiente em magnésio (tratamento 1, 5 e 6 respecti-
vamente, do Quadro n® 1). As folhas de cevada foram colhidas com
as idades de 1, 4, 5 e 7 semanas, de fava com 5 semanas e de espina
fre com 9 semanas. As amostras foram colhidas em duplicata. Por-
goes de 10 g de folhas foram utilizadas para a dosagem de putresci-
na, espermina e espermidina, enquanto que a matéria seca era estima

da em amostras de 5 g de folhas.

2.1.3. Efeito das deficiencias de K e de Mg na biosintese
de agmatina e putrescina em cevada

Com a finalidade de se observar alteragoes na sintese das
aminas agmatina e putrescina, a partir do aminoacido arginina por
ocasido das deficidncias de K e de Mg, realizou-se um ensaio wutili
zando-se de plantas de cevada com 16 dias de idade, alimentadas com
solugoes nutritivas correspondentes aos tratamentos 1, 5 e 6 do Qua
dro n? 1. As plantas tinham suas raizes descartadas e a parte aée-

rea (5 g) com sua extremidade inferior mergulhada em um pequeno fras
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co com 2 ml de solugao aquosa contendo 2.5 UCi de L-arginina—U-14C

constituia uma amostra.

Apos absorgao completa da solugao radioativa (2 horas} o ma
terial foi deixado em casa de vegetagao mantido em dgua destilada.
Anostras correspondentes as 5 g foram tomadas apds os periodos de 2
e 24 horas e no material vegetal foram determinadas as radioativida
des em agmatina e putrescina. Outras amostras (10 g), tomadas em
duplicata, nao tratadas com arginina radiocativa, foram utilizadas

para as dosagens dos teores de arginina, agmatina e putrescina.

2.1.4. Efeito das deficiencias de K e de Mg na biosintese
de espermidina e espermina em cevada

Neste ensaio, porgoes da parte aérea (5 g) de plantas de ce
vada com 16 dias de idade, correspondentes aos tratamentos 1, 5 e
6, absorveram 2.0 uCi de putrescina-1,4-14c dissolvidos em 2.0 ml
de agua destilada. Como anteriormente descrito, a parte aérea com
a extremidade inferior mergulhada na solugdo radiocativa constituia

uma amostra. O ensaio foi conduzido com duas repetigoes.

ApGs absorgao da solugao radioativa que se completou apds
um periodo de 2 horas, as folhas foram mantidas por 24 horas com a-
gua destilada em casa de vegetagdao. O material foi entdoc colhido
e submetido a dosagem de putrescina, espermina e espermidina, tanto
no que se refere aos seus teores em massa bem como as suas radioati
vidades.

2.2. Determinagoes de arginina e agmatina

Amostras de 10 g de folhas foram extraidas com etanol 80%
(v/v) em homogeinizador Virtis durante 1 minuto. Ao homogeinado fo
ram adicionados 10 ml de acido acético glacial e o material foi cen

trifugado a 5.600 x g durante 5 minutos. O sobrenadante obtido foi



.13,
evaporado até residuo seco, sob vacuo a SDOC e retomado em 10 ml de
NH40H 0.1 N, sendo em seguida cromatografado por agitigéo durante 1
hora em presenca de 1 g de resina Amberlite IRC-50 (H ) contida em
frasco de 250 ml com tampa esmirilhada.

Apds lavagem da resina com 10 ml de agua destilada, argini-
na foi eluida pela agitagao da resina com 10 ml de NH40H 4 N, duran
te 30 minutos. Uma segunda fracao contendo a amina agmatina, foi
obtida pela agitacao da resina com 10 ml de solugao saturada de
[NH4]2003, durante 3C minutos (SMITH, 1973). A seguir as solugoes
foram evaporadas até residuo séco e retomadas em dgua destilada de
cujas solucoes aliquotas foram submetidas as dosagens de arginina e
agmatina pela reacao de Sakaguchi segundo método descrito por SMITH
(1963). As leituras de densidade 6tica a 490 nm foram efetuadas
em espectrofotometro Unican e transformadas em concentragoes com au

x{lio de retas padroes previamente elaboradas com os compostos a se

rem estimados.
2.3. Determinagoes de putrescina, espermidina e espermina

0 método empregado consistia em uma cdaptagao feita por
SMITH (1973). 0O material vegetal foi extraido com &cido tricloroa-
cético a 5% (8 ml/g de materia fresca) pela maceragao em homogeini-
zador Virtis durante 1 minuto. ApOs centrifugacao a 5.600 x g du-
rante 5 minutos . o sobrenadante foi agitado durante 1 hora em pre-
senca de 1 g de resina DOWEX.SO&Ix&(H+), 20-50mesh. A seguir a re-
sina foi lavada com 20 ml de agua destilada, sendo as aminas {pu-
trescina, espermidina e espermina) extraidas pela agitagao da resi-
na com 10 ml de HC1l 12 N durante 2 horas. A fracao contendo as ami
nas foi evaporada até residuo séco, a 60°C sob vicuo e dissolvida
em 1 ml de HC1 0.1 N. Desta solugao aliquotas de 0.1 ml foram trans
feridas para tubos de ensaio com tampa esmirilhada, de 5 ml de capa
cidade, juntamente com S50 mg de NaHCO3 e 0,2 ml de solugao de clore

to de 1-dimetilaminonaftaleno-5-sulfonila (300 mg em 10 ml de aceto
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na). A reaqéo se processou por 16 horas a temperatura ambiente quan
do entao 15 mg de prolina dissolvidos em 0,1 ml de agua destilada
foram adicionados. Apos 60 minutos os derivados fluorescentes das
aminas eram extraidos em 2.5 ml de tolueno por agitagao mecanica du
rante 15 segundos. Os tubos eram entao centrifugados e aliquotas
de 10 yl da camada de tolueno eram submetidas a cromatografia em ca

mada delgada.

Foram empregadas placas de 20 x 20 cm com camada de gel de
silica (250 y de espessura) qus haviam sido ativadas a IDOOC por 2
horas. Como solventes cromatograficos foram empregadas as misturas
ciclohexana: acetato de etila (3:2) para a separagao de putrescina,
e ciclohexana: acetato de etila (1:1) para a separacao de espermi-

na e espermidina.

Logo apds a separagao cromatografica que era acompanhada
mediante iluminagado da placa com luz ultra violeta. as mesmas eram
retiradas da camara e pulverizadas com 25 ml de uma mistura de trie
tanolamina: isopropanol (1:4). Apos evaporacao do isopropanol as
placas eram mantidas sob vacuo em presenga de gel de silica como de

sidratante durante 20 horas.

A seguir as placas eram submetidas a andlise usando-se um
densitometro Vitraton TLD 100. Media-se assim a intensidade de flu
orescéncia a 507 nm de cada derivado de amina pela ativacgao dos
compostos com luz de 365 nm. Como padroes, 0.1 ymoles de cada ami-
na eram submetidos a reagao para formagao de derivados fluorescen-
tes, e igualmente submetidos a cromatografia em camada delgada. Pa-
ra se contornar o problema da desuniformidade das placas, juntamen-
te com as amostras eram cromatografados os padroes. Respostas 1li-
neares eram observadas até a concentragao de 5 mM de cada compos-

to na fragao amina.
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2,4, Determinagio da radioatividade das aminas

0 material vegetal tratado com arginina-!“C (ensaio 2.1.3)
foi extraido com &cido triclofdacético a 5% (8 ml/g de matéria.ver-
de) e segundo técnica descrita nonitem.anterior‘a fragao coﬁtendo
as aminas (agmatina, N-carbamilputrespina, putrescina, espermidinae
aspermina) foi retomada em 0.5 ml de HC1 0.1 N. Aliquotas dessa so
lﬁgéo foram cromatografadas em placas de camada delgada:IZDG U dé
espessura) preparada ddm celulose em po (Whatman CC-41] contendo
10% de amido soldvel. Como solventes cromatogréficos as seguintes
misturas foram empregadass n-butanol:metietilcetona:amﬁnea:égua (5:
:3:1:1), n-butanol:acido acético:agua (4:1:1) e metilcelosolve:aci-
do prdpi&nico:égua (70:15:15) saturado com NaCl. Padrﬁaa déa ami -
nas eram aplicados juntamente cdm as amostras e a identificagéq das
substancias eram efetuadas apés reagao com solugao de ninhidrina
0.5% em acetona. As regioes correspﬁndentes as aminas eram removi-
das da placa e a celuylose dispersa ém 5 ml de tolueno contendo | 50
mg de PPO tZ,S-difeniioxazole) e 0,75 mg de POPOP (i,4-bis-(5-feni-
loxazolvz-il-benieno] e submetido a contagem em cinfilador liquido
(sistema de.cintilaqéo liquida da Panaxlu Radiocatjvidade em N-car-
bami}putrescina, espermina e espermidina foram despreziveis (£3%)

em comparagéo com aquela encontrada em putrescina.-

A fragéo contendo as aminas referentes ao ensaio 2.1.4. a-
pos transformagéo de seus componentes nos derivados Fluorescentes
foi cromatografada em placas de camada delgada de gel dé silica co-
mo désctito no item 2,3. usandg-se os sistemas de solventes ciclo-
-hexapa:acetato de etila (3:2 e 1:1). As regices fluorescentes
correspondentes as aminas putrescina, espermidina e espermipa,. apds
serem removidas da placa e introduzidas em frascos de cintilagao con
tendo 5 ml de mistura cintiladora. fofam submetidas.é contagem' de

sua radioatividade como anteriormente descrito.

A radioatividade das amostras foram sempre superiores ao do
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bro daquela correspondente ao "back-ground” (50 cpm), a qual foi me
dida mediante contagem de uma area identica do cromatograma. A ra-
dioatividade detectada entre as regioes fluorescentes equiparava-se

a do "background”.

2.5. Determinacao da atividade de descarboxilase de orniti-
na

A parte aérea de plantas de cevada deficientes em potassio
(tratamento 5 do Quadro n® 1), com 16 dias de idade foi extraida em
almofariz com Na2HP04 50 mM (2 ml/g de matéria verde) e o homogeina
do centrifugado a 12.500 x g durante 10 minutos. O sobrenadante
foi dividido em 3 porgoes que foram dializadas durante 20 horas con
tra tampao fosfato de valores de pH de 4.5, 6.5 e 8.5. Durante as
preparagoes a temperatura foi mantida entre 2 e SOC. Aliquotas de
2 ml dessas solugoes foram incubadas com 0.5 ml de L-ornitina 25 mM
em presenca e em auséncia de 100 pg de piridoxal fosfato,a SUOC. A
poés periodo de incubagdo de O, 24 e 48 horas o material foi submeti
do & dosagem de putrescina por cromatografia de gds segundo  SMITH
(1970c). WNenhuma atividade de descarboxilase de ornitina pode ser
detectada.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Efeito de deficiencias minerais sobre os teores de aminas

0 efeito de deficiencias minerais sobre os teores de putres
cina, espermidina e espermina foram estudados em cevada, fava e es-

pinafre e os dados estdo dispostos nas Tabelas 1 e 2.

0 teor de putrescina se eleva em todos os tratamentos defi-
cientes, sendo que o maior wvalor e observado em folhas deficientes
em K, Ca e Mg simultaneamente. A substituigdo do K pelo Na nao su-
primiu o acimulo de putrescina como fora observado por COLEMAN e RI
CHARDS (1956); ao contrario, o teor dessa diamina é aumentado se es

pressoc com base na matéria séca (Tabela 1).

0 efeito da deficiencia de magnésio em aumentar o contedldo
de putrescina & observado em cevada, espinafre e fava (Tabelas 1 e
2]B
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Deficiencias de potassio ou magnésio alteram também os con-

teldos das poliaminas sspermina e espermidina. € particularmente in
teressante a observagao de que tais deficiencias acarretam diminui-
cao nos teores de espermidina e espermina enquanto que o conteudo
de putrescina & aumentado (Tabelas 2 e 4). Entretanto tais observa
goes nao foram constatadas de maneira consistente em plantas de ce-
vada com 28 e 49 dias de idade (Tabela 1); € conveniente ressaltar
que tais plantas ja exteriorizavam severos sintomas de deficiéncia
(amarelecimento, necrose foliar e redugao no crescimento), sugerin-
do profundas modificagoes celulares e consequentemente os teores
das aminas no referido tecido podem nao refletir as primeiras alte-

ragoes bioquimicas ocorridas.

A observagao de que o teor de putrescina se eleva enquanto
que o conteddo de espermidina & diminuido & medida que a folha enve
lhece (Tabelas 1 e 3), pode estar relacionada com a translocagao
de nutrientes para as porgoes mais novas da planta (CARR e  PATE,

1967), ocasionando condigoes de deficiéncias minerais.

HOFFMAN e SAMISH (1971) observaram que uma redugao de  50%
no conteldo de potassio nas folhas, induz um aumento no teor de puU
trescina de 15 vezes em macieira e de 20 vezes em videira. Conclui
ram os autores que o teor de putrescina € um indicador mais sensi-
vel para se avaliar o nivel de potassio do que o teor do prdprio e-
lemento em questao. Entretanto, observagoes de MURTY et al.(1971)
trabalhando com uva de corinto {(Ribes nigrum L.} e NOWAKOWSKI e
BYERS (1972) utilizando "falso centeio” (Loliun multiflorum), de-
monstraram que a formagcao de putrescina coincide com o aparecimento
dos sintomas visuais da deficiéncia de potdssio. Igualmente em ce-
vada existe uma estreita relagao entre o teor de amina (putrescina
mais agmatina) e a proporgao de brotos mortos, sugerindo que o teor
de aminas nao & melhor que os sintomas visuais na diagnose da defi-
ciéncia de potassio (HACKETT et al., 1965).
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No presente trabalho, as folhas de fava deficientes em po-

tassio ou magnésio nao mostraram nenhum sintoma visual por ocasiao
da colheita, embora os teores de putrescina ja fossem significatiyg
mente elevados em ambos os tratamentos. O mesmo foi observado, nes
te ensaio, com folhas de ervilha {Pi{sum sativum L. cultivar Meteor)
com 34 dias, que apresentaram teores de putrescina 270, 1230 e 2030
nmoles/g correspondentes aos tratamentos completo, deficiente em
magnésio e deficiente em potdssio respectivamente. Estes resulta-
dos sugerem que o teor de putrescina venha a ser um bom guia para
se avaliar o status de potassio pelo menos nestes legumes. Entre -
tanto o incremento no teor de putrescina nao é caracteristica exclu
siva da deficiéncia de potéssio: deficiencia de magnésio igualmente
acarreta elevagao no conteddo dessa diamina, e este fato deve ser
considerado quando da pretensao de se avaliar o nivel de potadssio

na planta pela dosagem de putrescina.
2. Efeito de deficiencias minerais na sintese de aminas

COLEMAN e HEGARTY (1957) demonstraram a incorporacao de ra-
dioatividade em putrescina quando D,Ljornitina-l“c foi ministrada a
plantas de cevada deficientes em potassio. Entretanto a rapida mar
cacao de citrulina e arginina aventa a possibilidade de uma via in-
direta na formacao de putrescina, independente da descarboxilagao

de ornitina.

Sabe-se que em gergelim (Sesamum indicum} a via preferen-
cial de formagao de putrescina é mediante descarboxilagao de citru-
lina (CROCOMO et al., 1870; BASS0, 1973)., enquanto que em cevada
tem sido demonstrado que arginina vem a ser o precursor mais imedia
to (SMITH e RICHARDS, 1962).

No presente trabalho, extratos livres de células obtidos de
folhas de cevada deficientes em potdssio, dializados contra tampao

fosfato de valores de pH correspondentes a 4.5, 6.5 e 8.5 nao exibi
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ram atividade de descarboxilase de ornitina. Entretanto, em extra-
tos semelhantes a pH 6.5, a descarboxilase de arginina é ativa como
ja demonstrou SMITH (1963). E, pois, bastante provavel que argini-
na seja muito mais importante do que ornitina na formagao de putres
cina, desde que agmatina, o produto da descarboxilagao de arginina,
& rapidamente transformada em putrescina quando fornecida a plantas
de cevada (SMITH e RICHARDS, 1962).

€ entao, de boa conveniencia a utilizagao de L-arginina-U-
-1%C para se aquilatar a intensidade de sintese das aminas agmatina
e putrescina nas condigbes do presente experimento. Apds corregao
dos valores devido a menor absorgao de arginina radioativa pelas
plantas correspondentes aos tratamentos deficientes e ainda pela di
luigao isotdpica na arginina enddgena., os dados relativos as ativi-
dades especificas, bem como formagao liquida das aminas estao dis-
postos na Tabela 5. Um valor elevado para a atividade especifica
de agmatina, apds um periodo de incubagao de 2 horas, a despeito do
maior teor dessa amina em plantas deficientes em potassio (Tabela 4)

indica uma maior intensidade na formagao de agmatina a partir de ar

ginina.

Ainda pelos dados da Tabela 5, observa-se uma queda acentua
da na atividade especifica de agmatina entre 2 e 24 horas de metabo
lizagao, sugerindo intensa reciclagem dessa amina em plantas defi-
cientes em potassio. Por outro lado, a atividade especifica de pu-
trescina neste mesmo periodo, permaneceu praticamente inalterada.
Isto estaria indicando uma maior dificuldade de transformagao deste
composto devido a deficiencia de potassio, contrastando bastante
com a queda brusca na atividade especifica de putrescina correspon-
dente a testemunha. Assim também, a deficiencia de magnésio retar-
da, porém com menor intensidade, a utilizagao de putrescina em pos-

teriores transformagoes.

Entretanto, uma andlise dos dados segundo este critério (de
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atividade especifica), pode estar comprometida devido a elevada con
centracao de putrescina, o que, por si sd, teria o efeito de manter
constante a atividade especifica dessa diamina nos tratamentos defi

cientes.

Apesar desta limitagéo na interpretacao dos resultados, ob-
serva-se pela Tabela 5, maior formagao liquida de putrescina nos
tratamentos deficientes, e ainda uma maior formagao de agmatina na
deficiencia de potassio. Estes dados, cujos calculos independem do
teor de putrescina, interpretam satisfatoriamente os teores dessas

aminas no material de trabalho (Tabela 4).

0 ndo aparecimento de radioatividade em quantidade aprecia-
vel em N-carbamilputrescina (N-CP), que pudesse ser detectada pela
técnica empregada, foi de certo modo inesperado, pois que ha eviden
cias de que esta amina é um intermediario na conversao de agmatina
em putrescina em cevada (SMITH e GARRAWAY, 1964); plantas de cevada
guando alimentadas com agmatina acumulam N-CP, o qual sob agao da
enzima N-carbamilputrescina amidohidrolase se transforma em putres-
cina (SMITH, 1965). N-carbamilputrescina tem sido encontrada em
quantidades consideraveis em cultura de células de cana-de- acglcar
(MARETZKI e NICKELL, 1969) e em folhas de gergelim deficientes em
potassio (CROCOMO et al., 1970). 0O fato de que no presente traba-
lho esta amina nao pode ser detectada pelo método utilizado (cujo
limite de sensibilidade dera de 50 nmoles/g), mesmo em condigGes
de deficiencia de potassio, sugere que este composto seja de exis-

tencia efemera em cevada.

Diversos experimentos tem demonstrado que putrescina € pre-
cursora das poliaminas espermina e espermidina em mamifero (PEGG e
WILLTAHS-ASHMAN, 1969; PEGG et al., 1970), ave (RAINA, 1963), plan-
ta (SMITH, 1970b) e em Escherichia coli onde foi evidenciado que pu
trescina marcada simultaneamente com '*C e SN é incorporada inte-

gralmente nas moléculas de poliaminas (TABOR et al., 1958).
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No presente experimento, putrescina-1,4-1“C foi utilizada

para se observar a formagao de espermidina e espermina em plantas de
cevada deficiente em potdssio e deficiente em magnésio. A Tabela 6
mostra os dados, depois de corrigidos pela menor absorgao de putres
cina radioativa pelos tratamentos deficientes, e ainda devido a di-
luigao isotopica desigual na putrescina endogena. Os resultados de
monstram incorporag3o de radioatividade nas poliaminas espermina e
espermidina. Dbsefva-se ainda uma menor intensidade na formagao de

espermina principalmente em condigoes de deficiencia de potassio.

Quanto & formagao liquida de espermidina (Tabela 6) convém
salientar que tais resultados, embora mostrando valores mais eleva-
dos para os tratamentos deficientes, merecem uma analise mais‘cuidg
dosa. Isto porque, os dados obtidos correspondem & uma amostragem
tomada 24 horas apos o fornecimento de putrescina-l“c, e que, duran
te esse periodo, a atividade especifica de putrescina em plantas de
ficientes em potassio permaneceu praticamente constante, enquanto
que para a testemunha esse valor caiu bruscamente (Tabela 5). Tal
efeito na atividade especifica de putrescina resultaria em dados a-
parentes. Assim, o valor para a formagao liquida de espermidina a
partir de putrescina seria na realidade, para o tratamento contro-
le, mais elevado do que aquele apresentado na Tabela 6. Os resultg
dos seriam mais reais se a cinética do sistema fosse estudada em me
nores intervalos de tempo, embora a possibilidade da existéncia de
compartimentalizagao de pools metabolicos ainda dificultasse a in-
terpretacao dos dados.

3. Possiveis mecanismos para o acumulo de putrescina em condigoes
de deficiencias minerais

Embora o mecanismo baseado no equilibrio idnico, proposto
por COLEMAN e RICHARDS (1956), possa explicar razoavelmente o acimu
lo de putrescina em plantas deficientes em potassio, ocorre certa

dificuldade rem se conceber o acumulo dessa diamina em condigoes de
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deficiencia de magnésio. Isto porque a deficiencia de magnésio nao
provoca diminuigao no teor de potassio e ainda pelo fato do magne-
sio representar uma pequena proporgao do total de cationios no suco
celular (SMITH, 1973), a despeito do elevado teor de putrescina nes
tas condigoes (Tabela 1). MNeste particular, € conveniente salien-
tar que as substituigoes do potassio pelo sodio, e do magnésio pelo
calcio, nas solugoes nutritivas, nao foram eficientes em diminuir

os teores de putrescina (Tabela 1).

0 acimulo de putrescina em folhas de gergelim (Sesamum indi
cum L.) deficientes em potassio parece ser decorrencia de uma dimi
nuigao na sintese protéica; nestas condigoes, o aminocacido arginina
nao utilizado na sintese de peptideos, tem o seu teor aumentado,
0 qual, por efeito de massa e indugao em sua descarboxilase contri-

bui para a formagao de putrescina (BASSO, 1973).

Sendo o magnésio necessario a sintese de proteinas (WEBSTER,
1961; BOULTER, 1970), o acimulo de putrescina em plantas deficien-
tes em tal nutriente, pode ser interpretado segundo o mecanismo an-
teriormente mencionado, em concordancia com o aumento no conteldo

de arginina observado no presente experimento (Tabela 4).

A intima relacao entre putrescina e as poliaminas espermina
e espermidina, e ainda a crescente importancia fisioldgica atribui-
da a essas aminas, demonstradas em recentes trabalhos com microrga-
nismos, permite uma outra especulagao sobre as razoes metabdlicas
pelas quais plantas superiores acumulam putrescina em condigoes de

deficiencias de potassio ou magnésio.

Seria o acimulo de putrescina realmente e tao somente para
a manutencao do equilibrio ionico e tornar constante o valor do pH
do suco celular em condigoes de deficiencia de potassio ? Se a res
posta € positiva, porque entao ocorre o acimulo dessa diamina em
quantidades igualmente apreciaveis na deficiencia de magnésio ?0ra,

a sintese de putrescina propicia a formacao de dois fonios amonio
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(NH;] por molécula de arginina degradada conforme o esquema apresen
tado no Grafico A. O fato do NHZ subistituir o k' na ativagdo de u-
ma série de reacoes enzimaticas em plantas superiores (EVANS e SOR-
GER, 1966), sugere a possibilidade de que esses ionios formados pos
sam, em parte, atenuar a carencia de potassio em diversas reacoes
bioquimicas. Mais ainda, a ligagao nao enzimatica entre o aminoa-
cil-tRNA e o complexo mRNA-ribossoma, em presenca de extrato de
Escherichia coli, requer K' ou NH' como demonstrou NAKAMOTO et al.

4
(1963) (citado por NITSOS e EVANS, 1966). LUBIN e ENNIS (1964) es-

tudaram os efeitos do K+, Na® e NH; na sintese de proteinas <zmn vi-

tro utilizando o sistema acido poliuridilico com ribossomas de

. . . +
Eschenichia coli; esses autores observaram que enquanto o Na tinha

efeito antagonico ao K+ na sintese de proteina, o NHZ promovia uma

incorporagao de fenilalanina-*C de 2 a 4 vézes maior do que aquela
obtida com K*. Mais recentemente, NAKAMOTO e HAMEL (1968) demons-

+

4
Escherichia coli para a sintese de polifenilalanina.

traram que k' ou NH. s3o efetivas na ativagao dos ribossomos de

Por outro lado, a atividade inadequada das enzimas respon-
saveis pela sintese das poliaminas espermidina e espermina a partir
de putrescina, pode colaborar para o actmulo desta Gltima, pois que
tais enzimas requerem potassio ou magnésio como metais ativadores.O
produto da descarboxilagao de S-adenosilmetionina doa um ou dos re-
siduos de propilamina a molécula de putrescina para formar espermi-
dina e espermina respectivamente em Escherdichia coli (TABOR et al.
1958). Embora pouco se saiba a respeito da enzima responsavel pela
formacao de S-adenosilmetionina (S-adenosilmetionina sintetase) em
plantas superiores, esta enzima isolada de leveduras ou de figado
de ratos, mostrou necessidade de um catiénio univaleate que poderia
ser igualmente satisfeita por K+, NHZ ou Rb+ (Li+, Cs+ e Na* nao
eram efetivos), havendo ainda necessidade ‘de elevada concentracgao de
Mg++ para a mesma exibir otima atividade (MUDD e CANTONI, 1958)Ain

da mais, a enzima descarboxilase de S-adenosilmetionina isolada de

brotos de feijoeiro tem sua atividade marcadamente aumentada quando
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da adigao de Mg++ ao meio de reagao (COPPOC et al., 1971). Portan-
to, uma redugao na atividade dessas enzimas, devido a deficiéncia
de potassio ou de magnésio, poderia acarretar acimulo de putrescina
com uma redugao simultanea nos conteidos de espermidina e espermina,

como demonstram os dados das Tabelas 2 e 4.

Ja & bem conhecida a habilidade "in vitro” demonstrada pelo
magnésio em associar as subunidades ribossomicas 30S e 50S para for
mar a particula 70S ativa na sintese proteica (GOLDBERG, 1966, cita
do por HURWITZ e ROSANO, 1967). Entretanto uma série de trabalhos
tem evidenciado a intercambiabilidade entre Mg++ e espermidina em
manter a estrutura dos ribossomas: em diversos organismos, espermi-
dina tem sido demonstrada ser capaz de transferir l"'C-am:‘tnt:usnc:il-
-tRNA para ribossomas em concentragoes subotimas de I"igH (COHEN
1971). MARTIN e AMES (1962) demonstraram que o estimulo na incorpo
racao dos ‘aminoacidos nesta reagao de transferencia, pode ser atri-
bufda a agregagao das subunidades ribossomicas efetuada por espermi
dina e putrescina. FEm concordancia com resultados desta natureza,
HURWITZ e ROSANO (1967) sugeriram que as fungoes atribuidas ao mag-
nésio "in vitro” na sintese de proteinas, sejam desempenhadas pela
espermidina quando aquele elemento se encontra. em concentragoes sy
botimas. Ainda neste particular, foi observado que em um "strain”,
de Pseudomonas deficiente em espermidina, a agregagao das subunida-
des ribossomicas e a sintese de polifenilalanina foram propiciadas
pela adicao de putrescina (COHEN, 1971).

Mais interessante ainda foram os resultados de RUBENSTEIN et
al. (1972), concluindo que a intensificagdo na sintese de putresci-
na verificada em Eschierichia cold, cultivada em meio deficiente em
potdssio, serviria tanto para manter a forga ionica adequada para a
atividade de RNA polimerase, bem como estabilizar as moléculas de
RNA recém sintetizadas, substituindo assim a espermidina no desempe
nho de suas fungdes. O fato de no presente trabalho ter sido obser

vado (Tabelas 2 e 4) elevagao nos teores de putrescina e diminuigao
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nos conteddos de espermidina, em condigoes de deficiencias de po-
tassio ou magnésio, permite sugerir que putrescina desempenhe em

plantas superiores fungoes idénticas aquelas observadas em Escherd

Em posse de tais evidencias e consideragoes, pode-se admitir,
conforme esquema proposto (Grafico A), que a medida que a disponibi
lidade de potassio ou magnésio vao se tornando restritas, devido as
condigoes de deficiéncia desses minerais, a sintese de proteinas fi
ca afetada, quer diretamente pela falta desses metais ativadores
no processo de incorporagaoc dos aminoacidos em peptideos, ou indire
tamente devido ao bloqueio na sintese de espermidina. A formagao de
uma maior quantidade de ionios NH; torna-se interessante, pois que
estes podem atenuar a carencia de K+ em diversas etapas na sintese
protéica e mesmo favorecer a sintese de espermidina mediante atiyg
cao da enzima S-adenosilmetionina sintetase. A degradagao de argi-
nina, além de propiciar o aparecimento de icdnios NH;, leva a forma-
gao de putrescina, que possivelmente possa substituir a poliaminanqi
permidina no desempenho de suas fungOes na sintese proteica, em con

digoes de um suprimento inadequado de potdssio ou magnésio.

Neste particular, € interessante salientar o efeito benéfico
da adigao de pequenas quantidades de Rb+ a plantas deficientes em
potdssio, quer em prevenir os sintomas de toxideés bem como em dimi-
nuir o conteddo de putrescina e ainda permitir o crescimento nos
primeiros estagios de desenvolvimento (WALL, 1940; COLEVAN e RI -~
CHARDS, 1956; BARKER e BRADFIELD, 1963). Embora o Rb' ndo seja con
siderado elemento essencial as plantas, ele pode ativar a formagéo
enzimatica de S-adenosilmetionina (MUDD e CANTONI, 1958) para a sin
tese de espermidina e ainda, positiva e diretamente afetar a sinte-
se proteica, pois que tal elemento demonstrou efetividade semelhan-
te ao potdassio em propiciar,”in vitro”, a incorporagao de 1%c-feni-
lalanina na presenga de acido poliuridilico e ribossomas de Eéche@é
chin coli (LUBIN e ENNIS, 1964).
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Dada a universalidade com que plantas superiores respondem

a deficiencia de potassio e possivelmente a de magnésio, acumulando
putrescina, e provavel que durante o processo evoluciondrio, espé-
cies hoje existentes adquiriram a capacidade de suportar condigoes
de suprimento inadequado de determinados nutrientes. Parece, pois,
razoadvel acreditar que a intensa formagao de putrescina constitua um

adequado mecanismo para a célula vegetal atenuar os efeitos das de-

ficiéncias de potassio ou magnésio.
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V - CONCLUSAG

0Os dados obtidos no presente experimento permitem apresen-

tar as observacoes e conclusoes que se seguem.

A amina putrescina se acumula em plantas sob condigoes de
deficiencias de potdssio ou magnésio, acumulo este que parece ser

de ocorrencia generalizada entre as espécies vegetais.

A descarboxilase de ornitina parece nao estar presente, pe-
lo menos em cevada, onde putrescina & formada mediante descarboxila
cao degargininaﬂ 0 acumulo de putrescina se verifica com diminui-
cac no contelddu de espermidina.

0 fato de que o potassio e o magnésio estao implicados na
sintese de proteinas e ainda a observagao de que em ambas as defi-
ciéncias ocorre elevagao nos teores de arginina, permitem a formula
gao de um Unico mecanismo para o acimulo dessa diamina nestas coendi

goes de deficiéncias. Assim a deficiéncia de potassio ou magnésio
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comprometeriam a sintese protéica, quer diretamente no processo de
incorporacao de aminodcidos em peptideos, ou indiretamente, afetan-
do a sintese de espermidipa: resultaria, pois., o acimulo de argini-
na e consequentemente de agmatina e putrescina. Para o acimulo de
putrescina, poderia ainda contribuir a dificuldade de sua utiliza-

gao na sintese das poliaminas espermina e espermidina.

Pode-se entao supor que a via metabdlica pela qual putresci
na seria sintetizada, constitui um dispositivo adequado. aperfeigoa
do dqrante o processo evolucionario, para se atenuar os efeitos de
tais deficiencias minerais, no sentido de propiciar a célula vege-
tal alguma capacidade para realizar a sintese proteica em condiqées

de um suprimento inadequado de potassio ou magnésio.
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VI - RESUMO

Com o objetivo de melhor compreender o significado e a ra-
zao do acumulo de putrescina em plantas sob condigoes de deficien-
cias de potassio ou magnésio, realizou-se o presente experimento,em
busca de alguma relacaoc com o metabolismo de poliaminas biogenicas

de certa atividade fisiolégica.

Para tal, plantas de cevada (Hondeum vulgare), fava (Vicia
gaba), espinafre (Spinaceae oferacea) e ervilha (Pisum sativum), fo
ram crescidas em casa de vegetacao, com solugoes nutritivas comple-
ta e deficientes em potdssio e/ou magnésio. Em alguns tratamentos
foram efetuadas as substituigoes do potassio pelo sodio e do magné-
sio pelo cadlcio. As folhas dessas plantas foram colhidas em dife-
rentes tempos do seu desenvolvimento, e submetidas as determina -

goes de arginina, agmatina, putrescina, espermina e espermidina.

Outros ensaios foram realizados, ministrando-se arginina-U-
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1% 3 folhas jovens de cevada, procurando medir alteragoes na inten
sidade de degradagao de arginina em agmatina e putrescina, devido
as deficiencias de potdssio e de magnésio. No mesmo material vege-
tal procurou-se aquilatar a intensidade de sintese das poliaminas
espermina e espermidina, empregando-se putrescina 1,4-*C como pre-

Cursor.

Os aminoacidos e as aminas foram extraidos das folhas com e
tanol B80% ou acido tricloroacético a 5% e fracionados em resina de
troca cationica (DOWEX 50W-X8 e Amberlite IRC-S0). DeterminaqSeS(qa
lorimétricas foram empregadas para as dosagens de arginina e agmati
na, enquanto que putrescina e as poliaminas espermina e espermidina
foram estimadas pela técnica da fluorometria. As radioatividades

dos compostos foram dosadas pela cintilagao liquida.

Os dados demonstraram aumento na intensidade de sintese da
amina putrescina nas deficiencias de potdssio ou magnésio, amina es
sa que é produzida mais pela ‘'degradagao de arginina do que median-

te a descarboxilagao de ornitina.

Embora muitos aspectos bioquimicos e fisiologicos de tais a
minas ainda nao estejam bem compreendidos, algumas consideragoes sao
apresentadas, no sentido de se propdr um Unico mecanismo para o acd
mulo de putrescina em plantas deficientes em potassio ou magnésio,
fundamentando-se na interagao de di- e poliaminas em determinados pro
cessos metabdlicos, principalmente os relacionados com a sintese de

"proteinas.
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VII - SUMMARY

The present study was carried out to better understand the
significance of putrescine accumulation in plants under potassium
or magnesium stress. A search was made for some relationship
between putrescine accumulation and the metabolism of naturally

occuring polyamines of certain physiological activity.

With this objective, plants of barley (Hoadeun vulgare)
broad bean (Vicia §{aba), spinach (Spinaceae oleracea) and pea
(P4sum sativun) were grown in a greenhouse in nutriente solutions
either complete or deficient in potassium and/or magnesium. In some
experiments potassium was substituted with sadium, and magnesium

with calcium.

At different times the leaves were harvested and the levels

of arginine, agmatine, putrescine, spermine and spermidine determined.

Other experiments were set up in which arginine-U—’“C was
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applied to young barley leaves in order to test the effect of
potassium and magnesium deficiencies on the rate of degradation of
arginine to agmatine and putrescine. With the same experimental
material an attempt was made to estimate the rate of spermine and

spermidine synthesis using putrescine-l,4-1“c as precursor.

Amino atids and amines were extracted from the leaves with
either 80% ethanol or 5% tirichloroacetic acid, and separeted on
cationic exchange resins (DOWEX, 50W<X8 and Amberlite IRC-50).
Arginine and agmatine were determined colorimetrically whereas
putrescine, spermine and spermidine were determined fluorimetrically.
Radioactivity of the compounds was measured by liquid scintillation

counting.

The data show that under potassium or magnesium stress
there was an increase in putrescine synthesis, and that the formation
of this amine was mainly through degradation of arginine rather than
decarboxilation of ornithine.

Although much of the biochemistry and physiological
significance of these amines is not as yet fully understood, some
possibilities are discussed and a single mechanism is proposed for
the accumulation of putrescine in both potassium and magnesium
deficient plants, based on the interaction of di- and polyamines

with certain metabolic process, mainly the protein synthesis.
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