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SINO mE.- Para verificar Lis vivo o efeito do 3-PGA (3-fosfoglicerato ou ácido 3-fosfoglicé-
rico) e do PPi (pirofosfato inorgânico) sobre a atividade da ADPG (adenosina difoafato 
glicose-pirofosforilase), já demonstrado in vitro atuarem como ativador e inibidor 1  respecti-
vamente, desta enzima, efetuou-se a aplicação de soluções desses dois metaboitos em espigas 
de milho normal durante o desenvolvimento dos grãos. A análise do conteúdo em açúcares 
redutores, sacarose e açúcares solúveis, após a maturação dos grãos, parece ter comprovado 
in vivo o comportamento In vifro desses dois metabolitos, 

No tratamento com 3-PCA o nível da sacarose baixou acentuadamente, assim como o 
nível dos açúcares solúveis, indicando sua utilizaçãopara a síntese do amido, com a velo-
cidade da reação aumentada pela ativação da ADFG-pixofosforilase. 

No tratamento com PPi houve aumento do nível dos açúcares redutores, indicando sua 
não utilização na síntese do amido devido à inibição da ADPG-pirofosforilase, e, também 
neste tratamento, diminuição do nível da sacarose. A germinação dos grãos ocorrida neste 
tratamento explicaria a diminuição no nível da sacarose por sua utilização na smntesc de 
poli-holosídios estruturais e não na síntese do amido. 

Os resultados sugerem que 3-PGA e PFi modificam a atividade da ADPG-pirofosforilase. 
e indicam que as conclusões baseadas em estudos is vitro parecem ser válidas ia vivo, 
comprovando evidências anteriores de que este passo enzimático é um importante ponto de 
controle na síntese do amido. 

Palavras chaves adicionais para fndlce: 3-PGA (3-fosfoglicerato ou ácido 3-fosfoglicérico), 
PPi (pirofosfato inorgânico), ADGP?irofosEorilase  (adenosina difosfato glicose-pirofosforila-
se), açúcares redutores, açúcares soluveis, sacarose. 

1NTRODUÇXO 

A síntese do amido, assim como da maioria dos glicídios 
das plantas, depende da formação de precursores deno-
minados nucleotídio-açúcares ou nucleosidio-difosfato-
açúcares. A síntese destes NDP-açúcares é catalisada 
por pirofosforilases especificas que ligam um nucleotídio-
trifosfato a uma ose rnonofosfatada, produzindo também 
pirofosfato inorgânico. 

Freiss et ai. (1967) comprovaram a ativação da 
ADPC-pirofosforilase por 3-PCA, e sua inibição por Pi, 
em extratos foliares de espinafre. Como parece que as 
sintetases do amido não são estimuladas por nenhum 
intermediário glicolítico, aqueles autores sugeriram que 
o controle da síntese do amido nos cloroplastos deveria 
dar-se ao nível da ADFG-pirofosforilase. A acumulação 
de 3-PCA durante a fixação do CO, determinaria um 
aumento na síntese de ADP-glicoso por estimulação de 
sua pirosfosforilase e a maior concentração de ADP-gli-
cose causaria uma velocidade maior na síntese do amido. 
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' Abreviaç&s usadas 3-PGA (B-fosfoglicerato ou ácido 3-
fosfoglicérico) PPi (pirofosfato inorgânico); ADPG (adenosina 
difosfato glicose); NDP (nucleosfdio difosfato); l'i (fosfato inor-
gânico, ortofosfato); iJDPG (uridina difosfato glicose). 

Dickinson o J'reiss (1969) comprovaram semelhante 
ativação e inibição da ADPC-pirofosforilase em homo-
geneizados de endosperma de milho. 

Para Amir et ai. (1971), estudando a conversão sa-
carose-amido no milho doce, o controle da síntese do 
amido no endosperma do milho se daria também ao 
nível da ADPG-pirofosforilase, porém, a regulação da 
sua atividade seria devida ao PPi formado, atuando 
como produto final inibidor. Este controle seria possível 
graças à baixa atividade da pirosfosfatase inorgânica no 
curlosperma do milho em relação à sua atividade nos te-
cidos foliares (Simmons & Butier 1969). 

No presente trabalho procurou-se observar o efeito 
is vivo de tratamentos com 3-PCA e FF1 sobre os níveis 
de açúcar no milho normal tentando identificar, ao nível 
de ALIPG-pirofosforilase, um provável ponto de controle 
na síntese do amido durante a fase de desenvolvimento 
dos grãos. 

MATESUAL E MáTODOS 

Tratamentos e amostra gem 

Foram usadas trinta plantas de -milho normal (IAC 
HMd 7974) desenvolvidas em vaso, em casa de vege-
tação, e polinizadas manualmente. Dez delas foram tra-
tadas com 3-PGA (3-fosfoglicerato de bário) e outras 
dez com PPi (pirofosfato de sódio). As dez plantas 
restantes serviram de controle. 

Após o secamento dos estiletes, 10 ml diários das so-
luções, ambas a 5 mM, foram aplicados nas espigas das 
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plantas correspondentes com uma seringa comum de 
injeção cujas agulhas tiveram suas pontas em bisei do-
bradas sobre o orifício para evitar entupimento. Uma 
agulha foi introduzida na região mediana de cada, es-
piga, perpendicularmente ao seu eixo, até encontrar o 
tecido frouxo da medula da ráquis, permanecendo af 
durante todo o tratamento. Após cada aplicação o ori-
fício externo da agulha era fechado com esparadrapo. 

Como as espigas tratadas, colhidas após o- amadureci-
mento, apresentavam características diterentes nas me-
tades superior e inferior, foram retiradas amostras sepa-
radas destas duas partes. As amostras, cerca de 40 g 
de grãos, foram armazenadas em congelador a —10°C, 
em frascos tampados, até o início das análises. - 

Extração e andlise dos açúcares solúveis 

Foi usada, com algumas modificaçães, a técnica de Tsai 
et ai. (1970). As amostras moídas, cerca de 2 g em 
copos com 25 mi de Etanol 80%, foram colocadas cm 
banho-maria a 60°C por 30 minutos. Este processà foi 
repetido duas vezes sendo que, após cada período, o 
álcool extrativo era filtrado para um bali.o volumétrico 
de 100 ml e nova quantidade (25 mi) de álcool era 
adicionada aos copos. Na última extração toda o ma-
terial era despejado sobre o papel de filtro e o volume 
do balão completado lavando-se a amostra com a quan-
tidade necessária de Etanol 80% a quente. O peso seco 
foi determinado pela pesagem das amostras antes da 
extração alcoólica, em estufa a 60°C por 38 a 40 horas. 

Os açúcares redutores foram determinados pelo método 
- de Nelson (1944). O conteúdo de sacarose foi determi-
nado fazendo-se sua hidrólise com invertase e o açúcar 

- redutor total determinado pelo método citado. A dife-
ferença entre o açúcar redutor total e o açúcar redutor 
determinado anteriormente foi usada como medida do 
conteúdo de sacarose: Os valores foram sempre calcula-
dos em relação a uma curva padrão de glicose mais fru-
tose a 100 psg/ml.'  

Ensaio da atividade de piro for/atara 
Cerca do 4 -g de folhas e grãos, prevíamente picadas e 
moídos, foram homogeneizados por 3 minutos, em ba-
nho de gelo, com 40 ml de tampão TRIS-CI 0,1 M a 
pli 8,5. Os extratos foram centrifugades a 5.000 rpm 
por 10 minutos, a baixa temperatura, e os sobrenadan-
tes (extratos crus) foram usados para os ensaios sem 
diluição e nas 'diluições de 1:1 e 1:3 do tampão ex-
trator. A mistura de reação continha 2,0 ml de tam-
pão TRIS-CI 0,01 M a pH 8,3; 0,5 ml de pirofosfato 
'de sódio a 0,012 M; 0,5 mI de sulfato de magnésio 
a 0,025 M; 0,5 ml de extrato enzimáfico; volume total: 
3,5 ml. No branco o extrato enzimático foi usado em 
igual volume após mergulho de 5 minutos em banho-
maria fervente. A mistura de reação foi incubada por 
12 minutos a 37°C, uma alíquota foi retirada e a aná-
lise do fosfato inorgánico (ortofosfato) realizada ido 
método de Fiske e Subbarow (1925). Os ensaios foram 
realizados dentro do alcance linear da atividade enzi-
mátíca em relação ao tempo e li. concentração protéica. 
A análise da proteína foi feita usando o método do 
Biureto contra uma curva padrão - de - casefna a - 10 
mg/znl. 

Os reagentes usados tiveram as procedéncias e carac-
terísticas seguintes: pirofosfato de sódio p.  a. Merck- 
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6591; 3-fosfoglicerato do bário NBCo.-4146; invertase 
de levedura, grau VI, 300 unidades/mi; Sigma Chemical 
Co. n.° 1-5875; caseína seg. Hammarsten Merck-2242. 

RESLLTADOS E DiscussXo 

Efeitos externos dos tratamentos 

As espigas tratadas com 3-PGA não apresentaram na- - 
nhuirs asoecto externo mais acentuado a não ser uma 
leve opaidade nos grãos da base em relação aos grãos 
da ponta. - - 

As espigas tratadas com PPÍ apresentaram germina-
ção acentuada, principalmente na região próxima ao 
ponto de aplicação da solução de tratamento (Fig. 1). - 
A metade inferior (base) da espiga apresentou grãos 
mais inchados e opacos enquanto na- parte superior --
(ponta) os grãos estavam com aspecto normalmente bri-
lhante. - 

Fie. 1. Aspecto apresentado pelas espigas tratadas (341CA e 
PPi) comparadas vom a do controle (Test.). 

Efeitos internos dos tratanwntos 

O Quadro 1 expressa os níveis médios dos açúcares ana-
lisados demonstrando que as espigastratadas apresen-
taram diferença nos níveis em relação ao controle. No-
ta-se ainda que 05 valores encontrados na base e na 
ponta das espigas diferem marcadamente, o que de-
monstra uma atuação mais èfetiva dos tratamentos na 

QSIADRO 1. Níveis dos agúcares solúveis no milho normal 
determinados para a base e a ponta das espigas do controle e 
dos tratamentos. Dados em mg/g do peso seco das amostras 

Base da espga 	 Ponta da espiga 
Tratasnentos 

	

1 Bed 	Sat Total 	Xed 	Sas 	Total 

Controle 	7,8 	9,8 	17,6 	- 67 	12.3 	19,0 

-PGA 	 7,3 	0,9 	8,2 	6,5 	7,7 	14,2 

I'I'i 	- 	9,0 	1,0 	10,0 	7,1 	0,0 	17,0 

' Red 	açúcares 	redutoses, Sae — sacaroae, Total 	total eco 
ap1aares 5olúvej. 
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região da base. Os níveis dos açúcares encontrados nas 
pontas das espigas tratadas estão bastante próximos da-
queies apresentados pelo controle. Parece, então, que 
não houve boa migração das substâncias aplicadas em 
direção às .pontas das espigas. 

Tratamerto 3-PGA: se se tomarem por base os me-
canismos esquematizados por Tsai et ai. (1970), e se 
admitir que a atividade das sintetases do amido ou ou-
tras reações não sejam lim.itantes, conclui-se que uma 
ativação da ADPG.pirofosforilase deveria determinar 
um aumento na síntese do amido, consumindo glicose-1-
fosfato e baixando o nível dos açúcares em geral. A de-
manda de glicose-1-fosfato iria, provavelmente, determi-
nar também a degradação da sacarose, passando pela 
forma de UDP_glicose, por ação da sacarose:UDP-gli-
cosiltransferase e da UDPC-pirofosforilase. A frutóse, 
produzida nesta degradação, poderia também ser utili-
zada na síntese do amido seguindo sua conversão a gli-
cose-1-fosfato através de uma seqüência de reações en-
volvendo a hexoquinase, a glicose-fosfato-isomerase e a 
fosfoglicoinutase. - 

Embora o teor de amido não tenha sido determinado 
neste estudo, o baixo nível de sacarose obtido para a 
base das espigas tratadas com 3-PCA parece confirmar 
este, mecanismo. Este resultado parece também sugerir 
que não há ativação da UDFG-pirofosforilase por 3-
PCA, o que determinaria a manutenção de um nível 
mais elevado de sacarose. Ilopper e Dickinson (1972) 
observaram que 3-PCA não manifesta, realmente, ne-
nEum efeito sobre a atividade in vitro da UJ)PG-piro-
fosforitase do pólem de Lilium ionifiorum. 

Observando os dados do Quadro 1 verifica-se que o 
valor total dos açúcares solúveis baixou sensivelmente 
em relação ao nível do controle, particularmente na base 
da espiga. A. diferença observada seria o resultado da 
utilização dos açúcares redutores, pela ADPG-pirofos-
forilase ativada, para a síntese do amido. O nível dos 
açúcares redutores, permanecendo próximo ao nível ob-
servado no controle, estaria indicando que grande parte 
da sacarose hidrolisada teria sido canalizada 1ara a sín-
tese do amido. 

Os resultados obtidos neste tratamento parecem, en-
tão, confirmar in vivo os resultados conseguidos com 
estudos ia vitro, isto é, que 3-PGA manifesta uma ação 
ativadora sobre a ADPC-pirofosforilase, fazendo-a atuar 
como um dreno que força a hidrólise da sacarose e baixa 
o nível geral dos açúcares usando-os para a síntese do 
amido. 

Tratamento PPi: considerando o esquema de Tsai et 
ai. (1970), antes citado, uma inibição da ADPC-piro-
fosforilase - por PPi deveria determinar um acúmulo de 
açúcares redatores e, por desvio da rota no sentido de 
UDP-glicose, um provável aumento no nível da sacaro-
se. Os resultados obtidos não concordam inteiramente 
com esta suposição. Embora o nível de açúcares tenha 
aumentado em cerca de 15% em relação ao controle, o 
teor de sacarose observado foi tão baixo quanto aquele 
resultante do tratamento com 3-PCA. No cntanto, a  

ocorrência não esperada da germinação no tratamento 
com PPi possibilitou sugerir explicações para os resul-
tados obtidos. 

Admitindo a ação inibidora do PPi sobre a ADPG-
pirofosforilase, as reservas de amido deveriam ser bas-
tante reduzidas sob este tratamento. A sacarose que, 
pela- germinação, deveria resultar da glicose oriunda 
da hidrólise daquele amido, seria pouco mais do que 
aquela proveniente das folhas por transiocação. Os açú-
cares redutores, por outro lado, teriam seu nível aumen-
tado já que o caminho de sua utilização na formação 
do amido 'estaria bloqueado. Este nível, no éntanto, não 
seria constatado com grande aumento devido à sua cana-
lização para a formação de IJDP-glicose durante a ger-
minação. , 

Em concordância com isto, enquanto Keys (1963) 
já havia constatado um rápido aumento no nível de 
UDP-glicose durante os primeiros dias da germinação 
do trigo, Tovey e Roberts (1970) observaram, nas mes-
mas condições, um destacado aumento na atividade 'da 
UDPG-pirofosforilase. Tsai et ai. (1970), por sua vez, 
detetaram a atividade da UDPC-pirofosforilase também 
em homogencizadoi de endosperma de grãos de milho 
germinados. O amento destacado de UDP-glicose du-
rante a germinação dos cereais estaria relacionado com 
a ativa síntese de poli-holosídios estruturais e com a 
síntese da sacarose no escutelo (Edelman et ai. 1959, 
De Fekete & Cardini 1964). 

Ocorrendo, então, uma acentuada redução na forma-
ção do amido, por efeito do PPi sobre a ADFC-piro-
fosforilase, pode-se considerar que os órgãos sob este tra-
tamento permaneceram num estádio inicial de desenvol-
vimento segundo o 'esquema de Tsai çt ei. (1970). Con-
forme estes autores, nessa fase inicial a atividade da 
sacarose: UDP-glicosiltransferase é muito baixa, em opo-
sição à atividade da invertase que é bem alta. Assim, 
a UDP-glicose formada não seria utilizada na síntese 
de sacarose mas seria canalizada principalmente para a 
formação dos poli-holosídios estruturais nos tecidos em-
brionários e para o desenvolvimento posterior na ger-
minaçfto. 

A ocorrência da'germinação sob este tratamento de-
monstra também, de certa forma, que o PPi, nas con-
centrações usadas, não atua inibitoriamente sobre a 
tJDPG-pirofosforilase como parece ocorrer com relação 
à ADFC-pirofosforilase. 

Os resultados obtidos permitem, portanto, admitir a 
ação inibidora do PP1 sobre a ADPG-pirofosforilase, blo- 

reando a formação do amido e aumentando o nível 
s açúcares redutores, o quo possibilita sua utilização 

para a germinação. 

Estes argumentos jarecem não contradizer os resulta-
dos obtidos por Amir et ai. (1971) para o milho doce. 
No caso dessa variedade de milho o teor da sacarose é 
naturalmente alto até a colheita, quando então passa a 
diminuir pela transformação da sacarose para amido. Os 
autores citados observaram que o tratamento de espi-
gas recém-colhidas com PPi consegue manter o alto ní. 
vel da sacarose por inibição de sua transformação a 
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amido através de ADP-glicose. Como naquele trabalho 
não houve germinação, a sacarose não teria sido con-
sumida para a formação de estruturas nem hidrolisada 
pela invertase, uma vez que os grãos estavam num está-
dio final de desenvolvimento. Assim, .o nível da sacarose 
permaneceu alto pela interrupção, por ação do PPí sobre 
a ADPC-pirofosforilase, da rota de formação do amido. 

Além disso, no trabalho de Amir et ai. (1971) ob-
serva-se, além da manutenção do nivel da sacarose em 
espigas tratadas com PPL 48 horas antes de colhê-las, 
um pequeno aumento no nível dos açúcares redutores 
dentro de 24 horas após a colheita. Embora os autores 
não tenham dado importância a este resultado, ele está 
de acordo com a hipótese do aumento no nível dos açú-
cares redutores devido à interrupção da rota de forma-
ção do amido. 

Atividade da pirofoafatase lnorgdnica (E.C. 3.6 .1.1 
De acordo com Siromons e Butler (1969), confirmados 
por Amir et ai. (1971), a atividade da pirofosfatase 
inorgânica é muito baixa no endosperma do milho en-
quanto nos tecidos fotossintetizadores manifesta-se bas-
tante alta. 

No presente trabalho foi efetuada também a compa-
ração entre as atividades da pirofosfatase inorgânica em 
extratos crus de grãos e de folhas do milho, procuran-
do confirmar a possibilidade da atuação, por não sofrer 
hidrólise completa, do PPi sobre a ADPC-pirofosforilase. 
O Quadro 2 expressa os resultados desta comparação. 
Este estudo confirmou os dados dos autores citados in-
dicando uma atividade bem maior da pirofosfatase inor-
gânica nas folhas do milho em relação à atividadó da 
mesma enzima nos grãos, a qual seria insuficiente para 
hidrolisar todo• o PPi introduzido pelo tratamento. 

QuMao 2. Comparação entre atividades da pirofosfaiase inargã- 
nica medida nos extratos crus de folhas e grãos do milho normal 

Extrs.to 	Volume 	Jnj- 	Proteína 	Ativ. 	Unid. 
- 	(origem) 	(ml) 	dadesa 	(rngfml) 	espee.b 	Totais° 

Folha 	 35 	0,162 	4,104 	0,039 	5,67 

CrIo 	 33 	0,022 	19,938 	0,001 	0,3 

	

• Uma unidade 	1,0 pmol d ubstrato (PP1) hidrolisado par 
minuto (37'C) por ml do etreto usada. 

b Atividade especílica: nilmero de unidades por mg de proteína 
e Unidades totais; unidades x voIumO. 

COI'CLUS5E5 

O 3-PGA age, ia vivo tal corno ia vitro, ativando a 
ADPG-pirofosforilase no sentido da formação do amido. 
Esta ativação se manifesta nela acentuada diminuição 
no teor de sacarose e do nível dos açúcares solúveis 
em geral. A diferença entre os níveis do açúcar solúvel 
total do tratamento 3-PQA. e do controle representaria o 
amido formado devido à ativação da ADPC-pirofosfo-
rj]ase. 

Pesq. sigropec. bras.. Sér. Agron., 9:159-183. 1974 

O PPi atua, ia vivo tal como ia vítra, inibindo a' 
AIJPC-pirofosforilase e bloqueando a rota de formação 
do amido. Esta inibição se manifesta pelo aumento do 
nível dos açúcares redutores acompanhado pela germi-
nação dos grãos tratados, e pela manutenção de um 
baixo nível de sacarose. A germinação observada neste 
tratamento manteria um baixo nível de sacarose pela 
utilização dos çúcares redutores dela derivados para 
a síntese dos poli-holosídios necessários & formação de 
estruturas.  

A ADPG-pirofosfor.ilase situa-se num ponto impor-
tante da rota de formação do amido e o controle desta 
síntese parece depender da atividade daquela enzima. A 
relação entre as concentraç6es de 3-PGA, formado na 
glicólise, e de PPi, atuando como produto final inibi-
dor, poderia ser o principal fator de controle da ativi-
dade da ADPC.pirofosforilase e, conseqüentemente, da 
sintese do amido no endosperma do milho. 

A baixa atividade da Firofosfatase inorgânica observa-
da nos grãos do milho parece permitir que o PPi reprima 
a vblocidade de síntese do amido. 

A UDPG-pirofosforilase . dmonstra, ia vivo, não so-
frer ativação por 3-PCA nem inibição por PPi nas con-
centrações usadas, 
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Aasnucr.- Flores, F.E.V.; Davies, M.D. [Identification of an "in vieo" contrai point in 
the .synthesis of starch in starchy-cosn]. Identificação in vivo de um ponto de controle na 
síntese do amido em milho normal. Pesquisa Agropecudria Brasi!eira, Série Agronomia 
(1974) 9, 19-163 [I't, en] Univ. Fed. do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, BraziL 

T}ie effect of 3-phosphoglycerate and inorganie pyrophosphate, known activator and 
inhibitor from In vitro studies of the enzyine ADPG.pyrophospliorylase, was determined in 
vico using starchy-corn. The results suggest that above metabolites do modify the activity 
ef the AL)PC.pyrophosphorylase, and indicate that conclusions based on in vitro studies do 
operate ia vivo, providing further evidence that this enzymatic step is an impo[tant control 
point ia starch biosynthesis. 

Adcfltional index words: 3-PGA (3-phosphoglycerate or 3-hosphogIyceric acid), ff1 (in-
organie pyrophosphate), ADPG-pyropliosphorylase (Adenosine diphosphate glucose pyrophos-
phorylase), reducing sugars, soluble sugars, sucrose. 
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