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Smoese.- Para verificar in vivo o efeito do 3-PGA (3-fosfoglicerato ou 4cido 3-fosfoglicé-
rico) e do PPi (pirofosfato inorginico) sobre a atividade da ADPG (adenosina difosfato
glicose-pirofosforilase}, j4 demonstrado in.vitro atuarem como ativador e inibidor, respecti-

. vamente, desta enzima, efetuou-se a aplicagio de solugdes desses dois metabolitos em espigas

de milho normal durante o desenvolvimento dos gries. A andlise do conteido em agilcares
redutores, sacarose € aglcares solliveis, apbs a maturagio dos grios, parece ter comprovado
in vivo o comportamento in vitro desses dois metabolitos,

No tratamento com 3-PGA’ o nivel da sacarose baixou acentuadamente, assim como o

nivel dos agticares soliveis, indicando sua utilizagfio para a sintese do amido, com a velo-

cidade da reagio aumentada pela ativacio da ADPG-pirofosforilase,

No tratamento com PPi houve aumento do nivel dos aglicares redutores, indicande sua
ndo utilizagiio na sintese do amido devido 3 inibigio da ADPG-pirofosforilase, e, também
neste tratamento, diminuicio do nivel da sacarose. A germinacio dos grios ocorrida neste
tratamento explicaria a diminui¢io no nivel da sacarose por sua utilizagio na sintese de
poli-holosidios estruturais e nido na sintese do amido.

- Os resultados sugerem que 3-PGA e PPi modificam a atividade da ADPG-pirofosforilase.

e indicam que as conclusdes baseadas em estudos in vitro parecem ser vilidas in vivo,
comprovando evidéncias anteriores de que este passo enzimético é um importante ponto de
controle na sintese do amido, '

Palavras chaves adicionais para indice; 3-PGA (3-fosfoglicemlo ou 4cido 3-fosfoglicérico), -

PPi {pirofosfato inorginico), ADGP-,pirofosforilase ‘(adenosina difosfato glicose-pirofosforila-

vo DE UM PONTO DE CONTROLFE, NA SINTESE

DO

- se), aglicares redutores, agleares soliveis, sacarose.

INTRODUGAO

- A sintese do amido, assim como da maioria dos glicidios

das plantas, depende da formagio de precursores deno-
minados nucleotidio-agticares ou nucleosidio-difosfato-
actcares. A sintese destes NDP-aglicares* é catalisada

por pirofosforilases especificas que ligam um nucleotidio- -

trifosfato a uma ose monofosfatada, produzindo também
pirofosfato inorgénico.

Preiss ef al. (1967) comprovaram a ativagio da
ADPG-pirofosforilase por 8-PGA, e sua inibigio por Pi,
em extratos foliares’ de espinafre. Como parece que as
sintetases do amido nfo sdo estimuladas por nenhum
intermedidrio glicolitico, aqueles autores sugeriram que
o controle da sintese do amido nos cloroplastos deveria
dar-se ao nivel da ADPG-pirofosforilase. A acumulagio
de 3-PCA durante a fixacio do COs determinaria um

aumento na sintese de ADP-glicose por estimulagfio de -

sua pirosfosforilase e a maior concentragio de ADP-gli-

cose causaria uma velocidade maior na sintese do amido.
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Dickinson e Preiss {1969) comprovaram semelhante
ativagio e inibicio da ADEG-pirofosforilase em homo-
geneizados de endosperma de mitho. :

‘Para Amir et al. (1971), estudando a conversio sa-
carcse-amido no milho doce, o controle da sintese do
amido no endosperma do milho se daria também ac
nivel da ADPG-pirofosforilase, porém, a regulagdo da
sua atividade seria devida ao PPi formado, atuando
como produto final inibidor. Este controle seria possivel
gragas 4 baixa atividade da pirosfosfatase inorgdnica no
endosperma’ do milho em relagio 4 sua atividade nos te-
cidos foliares {Simmons & Butler 1969),

No presente trabalhe procurou-se observar o efeito
in vivo de tratamentos com 3-PGA e PPi sobre os niveis
de ag¢ticar no milho normal tentando identificar, ao nivel
de ADPG-pirofosforilase, um provével ponto de controle
na sintese do amido durante a fase de desenvolvimento
dos grios.

MaTeRIAL E METODOS
Tratamentos e amostragem

Yoram usadas trinta plantas de -milho normal (IAC
HMd 7974) desenvolvidas em vaso, em casa de vege-
tagdo, e polinizadas manualmente. Dez delas foram tra-
tadas com 3-PGA (3-fosfoglicerato de bdrio) e outras
dez com PPi {pirofosfato de sédio}. As dez plantas
restantes serviram de controle.

Apbs o secamento dos. estiletes, 10 ml diirios das so-
lugdes, ambas a 5 mM, foram aplicados nas espigas das
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plantas correspondentes com uma seringa comum de
-injecio cujas agulhas tiveram suas pontas em bisel do-

bradas sobre ¢ orificio para evitar entupimento. Uma °

agutha foi introduzida na regifio mediana“ de cada es-
piga, perpendicularmente ao seu eixo, até encontrar o
tecido frouxo da medula da riquis, permanecendo af
durante todo o tratamento. Apds cada aplicacio o ori-
ficio externo da agulha era fechade com esparadrapo.

Como as- espigas tratadas, colhidas apés o amadureci- .

mento, apresentavam caracteristicas diferentes nas me-

tades superior e inferior, foram retiradas amostras sepa- -
radas destas duas partes. As amostras, cerca de 40 g

de griios, foram armazenadas em congelador a —10°C,
em frascos tampados, até o inicio das anélises.

Extrac@o e andlise dos aglicares soliiveis - .~ -

" Foi usada, com algumas modificagbes, a técnica de Tsai
et al. (1970). As amostras mofdas, cerca de 2 g em
copos com 25 ml de Etanol 80%, foram colocadas em
banho-maria a 60°C por 30 minutos. Este processo foi

repetido duas vezes sendo que, apds cada periodo, o -

“dlcool extrativo era filtrado para um baldo volumétrico
de 100 m! e nova quantidade {25 ml) de élcool era
adicionada 20s copos. Na filtima extragio todo o ma-
terfal era despejado sobre o papel de filtro e o volume
do balio completado lavando-se a amostra com a quan-
tidade necessfria de Etanol 80% a quente, O peso seco
foi determinado pela pesagem das amostras antes da
extragfio alcodlica, em estufa a 60°C por 33 a 40 horas.

Os agticares redutores foram determinados pelo método
~de Nelson (1944). O conteddo de sacarose foi determi-
nado fazendo-se sua hidrélise com invertase e o agicar
- redutor total determinado pelo método citado. A dife-

ferenca entre o agiicar redutor total e o aglcar redutor -

determinado anteriormente foi usada como medida do
contetido de sacarose; Os valores foram sempre calcula-
.dos em relagdo a uma curva padrio de glicose mais fru-

‘tose a 100 pg/ml. . :

Ensalo da atividade de pirofosfatase ,

Cerca de 4.g de folhas e grios, previamente picadas e
moidos, foram homogeneizados por 3 minutos, em ba-
nho de gelo, com 40 ml de tampio TRIS-Cl 0,1 M a
pH 8,5. Os extratos foram centrifugades a 5.000 rpm
“por 10 minutos, a baixa temperatura, ¢ os sobrenadan-
tes (extratos crus) foram usados para os ensaios sem
diluigio e nas - diluigoes de 1:1 e 1:3 do tampdo ex~
trator. A mistura de reagio continha: 2,0 ml de tam-
pio TRIS-Cl 0,01 M a pH 8,3; 0,5 ml de pirofosfato

de sbdio a 0,012 M; 0,5 ml de sulfato de magnésio -

a 0,025 M; 0,5 ml de extrato enzimético; volume total:
3,5 ml. No branco o extrato enzimitico foi usado em
igual volume apés mergulho de 5 minutos em banho-
maria fervente. A mistura de rea¢io foi incubada por
12 minutos a 37°C, uma aliquota foi retirada e a ani-
lise do fosfato inorginico (ortofosfato) realizada pelo
método de Fiske e Subbarow (1925). Os ensaios foram

realizados' dentro do alcance linear da atividade enzi--

méitica em relagio ac tempo e & concentragio protéica.

A andlise da proteina foi feita usando o método do .

Biureto contra uma curva padrio’ de -caseina a " 10

mg/ml, 7 o ‘ :
Os reagentes usados tiveram as procedéncias e carac-

teristicas seguintes: pirofosfato de sédio p. a. Merck-
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6501; S-fosfoglicerato de bério NBCo.-4146; invertase
de levedura, grau VI, 300 unidades/ml; Sigma Chemical
Co. n.* 1-5875; caseina seg. Hammarsten Merck-2242_.. '

ResvLTADOS E Discussio

" Efeitos externos dos tratamentos

As espigas tratadas com 3-PGA nio apresentaram ne- .
nhum aspecto externo mais acentuado a nfio ser uma
leve opacidade nos grios da base em relagio aos grios
da ponta.” o
As espigas tratadas com PPi apresentaram germina-
cdo acentuada, principalmente na regifio préxima ao
ponto de aplicagio da solugdo de tratamento (Fig. 1). -
A metade inferior (base) da espiga apresentou grios
mais inchados e opacos enquanto na. parte superior -
l(hponta) os grios estavam com aspecto normalmente bri-
ante, ] T

Fic. 1. Amoto apresentado pelas espigas tratadat (3-PGA e
' PPi) comparadas com a do .controle (Test.). )

S

Efeitos internos dos tratamentos

O Quadro 1 expressa os niveis médios dos aglicares ana-
lisados demonstrando que as espigas tratadas apresen-
taram diferenca nos niveis em relacio ao controle. No-
ta-se ainda que os valores encontrados na base e ma
ponta das espigas diferem marcadamente, o que de-

.monstra uma atuagio mais efetiva dos tratamentos n2

Quapro 1. Nivels dos agiicares soliveis no mitho normal
determinados pare a base e a ponta das espigas do controle a
dos tratamentos. Dados em mg/g do peso seco das amostras

Base da espiga Ponta da espiga

Trata: ¢ .

PB:. " }Reds Sae - Total Red Sac  Total
Controlo 78 98 1748 8T 123 190
'3-PGA 7.3 09 . 82 6,5 7.7 142
PP} - - 90 . 1,0 10,0 1T 99 170

» Red = aclicares redutorea, Sag = su'caroae. Total = total em

aglicares solfiveis, .
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regido da base. Os niveis dos aglcares encontrados nas

pontas das espigas tratadas estio bastante préximos da-

"queles apresentados pelo controle. Parece, entio, que
nic houve boa migracio das substincias aplicadas em
diregio is.pontas das espigas.

Tratamento 3-PGA: se se tomarem por base os me-
canismos esquematizados por Tsai et al. (1970), e se
admitir que a atividade das sintetases do amido ou ou-
tras reagdes ndo sejam limitantes, conclui-se que uma
ativagio da ADPG-pirofosforilase deveria determinar
um aumente na sintese do amido, consumindo glicose-1-

fosfato e baixando o nivel dos agiicares em geral. A de-

manda de glicose-1-fosfato iria, provavelmente, determi-
nar também a degrada¢io da sacarose, passando pela

cosiltransferase e da UDPG-pirofosforilase. A frutose,
produzida nesta degradacio, poderia também ser utili-
zada na sintese do amido seguindo sua conversio a gli-
cose-1-fosfato através de uma seqiiéneia de reacGes en-
“volvendo a hexoquinase, a glicose-fosfatc-isomerase e a
fosfoglicomutase. ' - :

"Embora o teor de amido nfio tenha sido determinado
neste estudo, o baixo nivel de sacarose obtido para a
base das espigas tratadas com 3-PGA parece confirmar
este_mecanismo. Este resultado parece também sugerir
que nio hd ativagdo da UDPG-pirofosforilase por 8-
PGA, o que determinaria a manutencdo de um nivel
mais elevado de sacarose. Hopper e Dickinson (1972)
observaram que 3-PGA ndo manifesta,  realmente, ne-
nhum efeito sobre a atividade in vitro da UDPG-piro-
fosforilase do pdlem de Lilium longiflorum.

Observando os dados do Quadro 1 verifica-se que o

valor total dos aglicares soliveis baixou sensivelmente
em relaciio ao nivel do controle, particularmente na base
da espiga. A diferenca observa(f; seria o resultado da
‘utilizagio dos agicares rtedutores, pela ADPG-pirofos-

forilase ativada, para a sintese do amido. O nivel dos

aglicares redutores, permanecendo préximo ao mnivel ob-

"servado no controle, estaria indicando que grande parte
- da sacarose hidrolisada teria sido canalizada para a sin-
tese do amido.

Os resultados obtidos neste tratamento parecem, en-
tio, confirmar in civo os resultados conseguidos com
estudos in vitro, isto é, que 3-PGA manifesta uma agfio
ativadora sobre a ADPG-pirofosforilase, fazendo-a atuar
eomo um dreno que forga a hidrélise da sacarose e baixa
o nivel geral dos aglicares usando-os para a sintese do
amido. ‘ :

Tratamento PPi: considerando o esquema de Tsai et
al. (1970), antes citado, uma inibigdo da ADPG-piro-
fosforilase - por PPi deveria determinar um acimulo de
acticares redutores e, por desvio da rota no sentido de
UDP-glicose, um provivel aumento no nivel da sacaro-
se. Os resultados obtidos nfc concordam inteiramente
com esta suposigio. Embora o nivel de agticares tenha

aumentado em cerca de 15% em relagio ao controle, o

teor de sacarose observado foi tio baixo quanto aquele
resultante do tratamento com 3-PGA. No entanto, a

forma de UDP-glicose, por acdo da sacarose:UDP-gli- ~ Minagio.

ocorréncia niio esperada da germinagio no tratamento
com PPi possibilitou sugerir explicagbes para os resul-
tados obtidos. - '

Admitindo a acfo inibidora do PPi sobre a ADPG-
pirofosforilase, as reservas de amido deveriam ser bas-
tante reduzidas sob este tratamento. A sacarose que,
pela- germinacdo, deveria resultar da glicose oriunda
da hidrélise daquele amido, seria pouco mais do que
aquela proveniente das folhas por translocagfio. Os a¢t-
cares redutores, por outro lado, teriam seu nivel aumen-
tado j4 que o caminho de sua utilizagio na formagdo
do amido estaria bloqueado. Este nivel, no éntanto, nfo
seria constatado com grande aumento devido 4 sua cana-
lizagfio para a formacfio de UDP-glicose durante a ger-

Em concordincia com isto, enquanto Keys- (1963)
j4 havia constatado um ripido aumento no nivel de
UDP-glicose durante os primeiros dias da germinagio
do trigo, Tovey e Roberts (1970} observaram, nas mes-
mas condigbes, um destacado aumento na atividade da
UDPG-pirofosforilase. Tsai et al. {1970), por sua vez,
detetaram a atividade da UDPG-pirofosforilase também
em homogeneizacl?s' de endosperma de grios de milho
germinados. O aumento destacado de UDP-glicose du-
rante a germinagio dos cereais estaria relacionado com
a ativa sintese de poli-holosidios estruturais e com a
sintese da sacarose no escutelo {Edelman et al. 1959,
De Fekete & Cardini 1964).

Ocorrendo, entio, uma acentuada redugfio na forma-
¢do do amido, por efeito do PPi sobre a ADPG-piro-
fosforilase, pode-se considerar que os brgios sob este tra-
tamento permaneceram num estidio inicial de desenvol-
vimento segundo o esquema de Tsai et al. (1970). Con-
forme estes autores, nessa fase inicial a atividade da
sacarose: UDP-glicosiltransferase é muito baixa, em opo-
sicio & atividade da invertase que é bem alta. Assim,
a UDP-glicose formada ndo seria utilizada na sintese
de sacarose mas seria canalizada principalmente para a
formagio dos poli-holosidios estruturais nos tecidos em-
briondrios e para o desenvolvimento posterior na ger-
minagdo.

A ocorréncia da‘germinak;io sob este tratamento de-
monstra também, de certa forma, que o PPi, nas con--
centracbes usadas, nio atua inibitoriamente sobre a
UDPG-pirofosforilase como parece ocorrer com relagio
4 ADPG-pirofosforilase, :

Os resultados obtidos permitem, portanto, admitir a
acdo inibidora do PPi sobre a ADPG-pirofosforilase, blo-
gueando a formagio do amido e aumentando o nivel

os aglcares redutores, o que possibilita sua utilizagio
para a germinagio. ’

Estes argumentos p‘arecem‘nﬁo contradizer os resulta-
dos obtidos por Amir et el. (1971) para o milho doce,
No caso dessa variedade de milho o teor da sacarose é
naturalmente alto até a colheita, quando entio passa a
diminuir pela transformagio da sacarose para amido. Os
autores citados observaram que o tratamento de espi-
gas recém-colhidas com PPi consegue manter o alto nis
vel da sacarose por inibigdo de sua transformacio a
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amido através de ADP-glicose. Como naquele trabalho -

nio houve germinagio, a sacarose nio.teria sido con-

sumida para a formagiio de estruturas nem hidrolisada -

pela invertase, uma vez gue os grios estavam num esti-
dio final de desenvolvimento. Assim,.o nivel da sacarose
permaneceu alto pela interrupgio, por agéo do PPi sobre
a ADPG-pirofosforilase, da rota de formagiio do amido.

Além disso, no trabalho de Amir et al. (1971) ob-
serva-se, além da manutengio do nivel da sacarose em
espigas tratadas com PPi 48 horas antes de colhé-las,
um pequeno aumento no nivel dos aglicares redutores
dentro de 24 horas apds a colheita, Embora os autores
ndo tenham dado importincia a este resultado, ele estd
de acordo com a hipétese do aumento no nivel dos agi-
cares redutores devido & interrupgéio da rota de forma-
¢do do amido, :

Atif:‘c;dade da p:‘mfosfdtase inorgdnica (E.C. 3.6.1.1)

De acordo com Simmons e Butler {1969), confirmados
por Amir et al. (1971), a atividade da pirofosfatase

" inorgénica é muito baixa no endosperma do milho en-
quanto nos tecidos fotossintetizadores manifesta-se bas-
tante alta. : e

- - :

No presente trabalho foi efetuada também a compa-
ragio entre as atividades da pirofosfatase inorginica em
extratos crus de grios e de folhas-do milho, procuran-
do confirmar a possibilidade da atuagfio, por nfio sofrer
hidrélise completa,-do PPi sobre a ADPG-pirofosforilase.

© O Quadro 2 expressa os resultados desta comparagio.
Este estudo confirmou os dados dos autores citados in-
dicando uma atividade bem maior da pirofosfatase inor-

ginica nas folhas do milho em relacio 4 atividade da’

mesma enzima nos grios, a qual seria insuficiente para
hidrolisar todo o PPi introduzido pelo tratamento.

¢

QUADII\O 2, Comparaglo entre atividades da pirofosfatase inorgd-
nica medida nos extratos crus de folhas e grdos do milho normal

Extrato”  Volume

Uni-  Proteina Ativ. Unid.
- (origem) (ml) ©  dadess (mg/ml) espec.k ° Totaise
Folha - 35 . 0162 4104 0039 567
Grho 33 0022 19,938 0,001 0,73

-

» Uma unidade = 1,0 gimol do substrato (PPi) hidrolisado por -

minute (37°C) por ml do extrato usado,

b Atividade especifica: niimero de unidades por mg de proteina

~© Unidades totais: unidades x volume,

CoxcLusOEs s

" O 3-PGA age, in vivo tal como in vitro, ativando a
ADPG-pirofosforilase no sentido da formagio do amido.
Esta ativagio se manifesta pela acentuada diminuicfio
no teor de sacarose e do mivel dos aclcares soliveis
em geral. A diferenga entre os niveis de agitcar solivel
total do tratamento 3-PGA e do contrgle representaria o
‘amido formado devido & ativagio da ADPG-pirofosfo-
rilase. . : .

. Pesq. agropec, bras., Sér. Agron., 9:159-163, 1874

O PPi atua, in vive tal como in sitro, inibindo a

-ADPC—pimfosforiIase' e bloqueando a rota de formagdo

do amido. Esta inibi¢do se manifesta pelo aumento do
nivel dos aglicares redutores acompanhado ‘pela germi-
nagho dos grdos -tratados, e pela manutengio de um
baixo nivel de sacarose, A germinagdo observada neste
tratamento manteria um baixo nivel de sacarcse pela
utilizagio dos aclcares redutores dela derivados para
a sintese dos poli-holosidios necessérios 3 formagio de
estruturas. C -

‘A - ADPG-pirofosforilase situa-se num ponto impor-
tante da rota de formagio do amido e o controle desta

. sintese parece depender da atividade daquela enzima. A

relagio entre as concentragbes de 3-PGA, formado na
glicolise, e de PPi, atuando como produto final inibi-
dor, poderia ser o principal fator de-controle da ativi-
dade da ADPG-pirofosforilase e, conseqiientemente, da
sintese do amido no endosperma do milho. '

. A baixa atividade da Pirofosfatase inorginica observa-
da nos grios do milho parece permitir que o PPi reprima
a velocidade 'de sintese do afnido. '

A UDPG-pirofosforilase - demonstra, in. vivo, nfio so-
frer ativagio por 3-PGA nem inibigdo por PPi nas con-
centrages usadas, '
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Asstract.- Flores, F.E.V.; Davies, M.D. [Identification of an “in vivo" control point in
the synthesis of starch in starchy-corn]. Identificacio in vivo de um ponto de controle na
sintese do amido em milho normal. Pesquisa Agropecudria Brasileira, Série Agronomia
(1974) 9, 139-163 [Pt, en] Univ. Fed. do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

The effect of 3-phosphoglycerate and inorganic pyrthos hate, known activator and
inhibitor from in vifro studies of the enzyme ADPG-pyrop: OSpEorylase, was determined in
vive using starchy-comn. The results sugfest that above metabolites do medify the activity
of the ADPG-pyrophosphorylase, and indicate that conclusions based on in vifro studies do
operate in vivo, providing further evidence that this enzymatic step is an important control
point in starch biosynthesis. '

Additional index words: 3-PGA (S-ihosphoglycerate or 3-phosphogl ceric acid), PPi (in-
organic pyrophosphate), ADPG-pyrophosphorylase (Adenosine diphosphate glucose pyrophos-
phoryIase{, reducing sugars, solugle sugars, sucrose.
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