A

LEONIDAS E PASSOS

00737

)6



METODOS ANALITICOS E

LABORATORIAIS EM

FISIOLOGIA VEGETAL



REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

Presidente
Fernando Henrique Cardoso

MINISTERIO DA AGRICULTURA E DO ABASTECIMENTO

Ministro
Arlindo Porto Neto

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA

Presidente
Alberto Duque Portugal

Diretoria
Dante Daniel G. Scolari
Elza Angela Battaggia Brito da Cunha
José Hoberto Rodrigues Peres

CENTRO NACIONAL DE PESQUISA DE GADO DE LEITE

Chefe Geral
Airdem Gongalves de Assis

Chefe Adjunto de Pesquisa
Terezinha Padilha

Chefe Adjunto de Desenvolvimento
Luiz Gomes de Souza

Chefe Adjunto de Apoio Administrativo
Aloisio Teixeira Gomes



.Emo.a

Ene|

ISBN 85-85748-08-7

METODOS ANALITICOS E

LABORATORIAIS EM

FISIOLOGIA VEGETAL

Lednidas P. Passos

Coronel Pacheco - MG
- 1996 -



Exemplares deste livro podem ser adquiridos na:
EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite
Rodovia MG 133 - km 42

36155-000 Coronel Pacheco, MG

Fone: (032) 215-8550 - Ramal 169 Telex: (32) 3157

Fax: (032) 215-8550 - Ramal 175

COMITE LOCAL DE PUBLICAGCOES
Terezinha Padilha - Presidenta
Maria Salete Martins - Secretéria
Deise Ferreira Xavier
José Renaldi Feitosa Brito
Lebnidas P. Passos
Luiz Gomes de Souza
Maurilio José Alvim
Nilson Milagres Teixeira

ARTE, COMPOSICAO E DIAGRAMAGAO
Lednidas P. Passos
Mary Esmeralda Marinho da Silva
Rodrigo de Rezende Stambassi (estagidrio)
Marcelo Rodrigues de Aratjo (estagiario)

REVISOES
Lingliistica
Newton Luis de Almeida
Bibliografica
Maria Salete Martins
Margarida Maria Ambrosio

Editorial
Matheus Bressan

ISBN 85-85748-08-7

PASSOS. L.P. Métodos analiticos e laboratoriais em fisiologia vegetal.
Coronel Pacheco: EMBRAPA-CNPGL, 1996. 223p.

Fisiologia vegetal; Métodos analiticos; Laboratoriais.

CDD. 581.1

© EMBRAPA, 1996



SUMARIO

APTCSCIEACIN ittt e s s r e s e e b s a e e sr e eRe e sE e e e et s R e e nes i
ABEAACCTINENTOS ittt ettt ree e e se e s e e e st e s saesaeesseaseeut e nesben e anteanesseonernnaneans i
Abreviafuras e Simbolos .ivcecinien. PPN v
STMDOLOS e UNIAAUCS ooiiiiieeirccenrreee sttt rsesae st e e s s s e e st a e s e s es s b essesssessbessabesnensesssesnseres xi

L IHTOUUGRO o e e e s e es b an !
2. Normas Gerais para o Lahoraforio et esnes 3
Y Solugies © Coneentraghies . e e st see s e e e senesens 9
A, COnITITIBACHN 1iriiiiiiiiii et res s e r st s s s rs e s aas e s s s meaeae s saecessssennaesesensnsasesnsmbbenssmnnssenersansmnans 15
SULSPECtrofitomIetrin v e se e e se e sa s s benearean 19
6. Separaches Cromatopraficas i e st e sneenaeane 25
7. Eletroforese de Proteinas em Gel de Poliactilamida ..o sneseee e seneevn s RR)
8. Proteinns - Analise QUANTHAtIVA i rssere et rresreeeee s beresssessbars snaresantssertessaes 41
9. Aminodacidos - Andlise Quantitativa ¢ Qualifativa L. 49
10. Carboidratos - Andlise QUAantifativa e s e e s ee 3
11 ¥xtracin de Pigmentos e Estimativa do Teor de Clorofila e 67
12. Reacgiio de THN ent Cloroplastos 1S01d0S e ssesssse e 73
13. Acidos Nucléicos - Fxtragfio ¢ Determinagilo st e 77
14, RNA - EXEragio ¢ Fracionamiento .. e seessne e s sssssae s stsssnessans 81
I15. DNA Gendmico - Extragiio pelo Tampiio CTAB st R7
16. Polivribossomos - Andlise QUantilflivil v e e sb s 91
17, Lipidios - FXIFagao € DeleCGAO ittt e s stss st sttt ss e sbestssssbensssnsseenes 9s
8. Solugiio Nutritiva de Fongland s asn s sense 10§
19. Xilema - Andlise da EXSHTACAO it e 107
200 TISO e ClOT ittt et s arr e e s ar e e et e s iR s re s bsE e st b e R e ee b b et b n bbb e e saea e 111
21. Potencial 1anico da Memhrana Celular - Determinagiio i 113
D Bt YL ] 0 0 Qe 17
23. Relugies Hidrieas T - Psicrometrin de Termopar e, 128
24. Relagies Tlidricas IT - Bomba de Pressfio vttt 129
25, Relagdes Hidrieas HT - Sonda de Pressiio v ssieesss e 137
26. Respiragiio - Determinagiio em Mitocondrios Isolados ..., 145
27. Fotorrespiragfio - FSHMAtiva .. sae e vas s e sssesses s snssanssssssnneres 147
28. FFotossintese ¢ Fluoreseéncia da Clorofila @ - Medigio ... 151
29. Enzimas I - Porificagiio da Fosfatase ACIHIR eteeeetetcteet ittt tetese et era st st e sse st st ses s e e s s asenasen 159
20, Enzimas 11 - Atividade da ATPase na Membrana Citoplasmfifica s 163
QL E02imas TIT - 0-ANIASE ittt ettt se e ae et as s e e s st e e an s e s e s s b e s ne s aenant s 165
32 Enzimas TV - Nifrato REdUEASE oiceiieeemrciieiiiire e e sinastnecesneessonseaesessanessasesseessersssenssasanssane 171
33 Enzimas V - Eletroforese de Isozimas em Gel de Amido i 177
JA. STIECSC (1@ AT criiecieiericecirresicreerreccseeesssetar s es st tessssr s s s s br e b r e s et ot e seatatossana s sessarananessrnsssasnssnnnnrssnarans 183
A5, Hormimios - Ensaio e PUrificagio e 87
Apéndice A - Fatores para Conversfio de Undades s 195
Apéndice B - Tapicos Metodolagicos Complementares ..o e, 199
Apéndice C - Lista de Fornecedores vt 207
Tahela Perindica dos Iolementos. it strs e s e s e e ra s e s v nsnnes 211

FIHECE TR OTIEESS T VOuererereeeeserseeeeenessresasaeasesseessessasessasssressesssssssssessrsssinserhssentessssessesntesssssensassassserascessaesnsesanesnns 213






APRESENTACAO

O despertar do século X X1 acena com prolundas modificagdes tecnoldgicas. cujos primeiros
indicios (ém se revelado pelos avangos nas (écnicas cienlificas. Para o Pais forna-sc cada vez mais
estratégico dispor de metodologias que permitam o acesso & pesquisa analitica ¢ ao conhecimento
cientifico,

Com o livio Métodos analiticos ¢ laboratoriais em fisiologia vegetal. o Centro Nacional de
Pesquisa de Gado de Leite (Embrapa/CNPGLL) procura contribuir para a disseminagio das {¢cnicas
empregadas nos estudos de fisiologia vegetal. I'mbora adoladas no laboraldrio de Tisiologia de
Plantas Forrageiras do CNPGL. elas podem ser titeis a oulros faboratérios e sobrefudo ao ensino da
fisiologia vegelal, tanto em nivel de graduacio quanto de péds-graduagio.

O autor é engenheiro-agronomo formado pela U.F. V. em 1975 Tem M.Sc. em [itolecnia.
também pela LLE V. em 1978, Cursou o doutorado em [isiologia vegetal na University of Arizona.
oblendo o titulo de Ph.D. em 1989, £ Pés-Doctor em Biologia Molecular pela mesma Universidade.
em 19903,

[isle documento ven preencher uma lacuna imporiante nos estudos de forrageiras no Brasil.
Serd de utilidade a pesquisadores. professores, estudantes ¢ profissionais alins.

Airdem Gongalves de Assis
Chefe Geral
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1. INTRODUCAOQO

Na pesquisa biol6gica, a realidade mostra que, com raras exce¢does, a verdadeira iniciagdo
em métodos laboratoriais s6 acontece apds a graduacdo. com o envolvimento em projetos de tese ou
programnas de aperfeicoamento. Da mesima forma. é grande a dificuldade de profissionais de areas
aplicadas em interagir com agdes de pesquisa bésica, mesmo quando atuam ein campos de grande
interface. Nesses casos, ha uma tendéncia de se gastar parte substancial do tempo no aprendizado por
tentativa e erro.

Poucas silo as publicagdes, na drea de fisiologia vegetal, que tratam da descricao conjunla de
métodos analiticos e laboratoriais. Além disso, uma parte significativa se restringe a roteiros de aulas
praticas, nos quais as técnicas sdo enfocadas de forma resumida e, ndo raro, dependem de
explanagdes complementares do instrutor para execucgdo. Apesar da importancia desses documentos,
0s avangos brasileiros na pesquisa agropecuéria. acoplados ao progresso nos cainpos da eletrénica e
informaética. tém gerado novas demandas cientificas, onde o enfoque basico sc deslaca. 1sso tem se
refletido na procura por fontes descritivas de mélodos, os quais por serem muito especializadas e,
predominantemente. redigidas em inglés, dificultam o acesso do iniciante ao uso eficaz da tecnologia
de scu interesse.

O presente trabalho tem como objetivo apresentar descrigdes. passo a passo. de técnicas
propostas para o estudo de forrageiras no laboratério de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL,
visando facilitar a iniciagdo de profissionais nessa area do conhecimento. Para simplificar o texto,
nogdes basicas, de amplo dominio, ndo foram abordadas, ficando a critério cdo leitor evenluais
verificacdes na literatura’,

Como rotina, o iniciante deve sempre lembrar que todo método cientifico possui fontes de
erro, necessitando do maximo critério para execugdo. Em decorréncia. o registro detalhado de
procedimentos € fundamental, assim como a escolha adequada das unidades para expressar os
resultados. Embora os métodos e aparelhos descritos neste trabalho utilizem sistemas de unidades
variados. o SI (Svstéme Internationale), dada sua adogdo pela maioria dos peritdicos cientificos.
deve ser empregado na apresentacdo final dos dados (Salisbury, 1991). Visando facilitar seu uso,
uma tabela de fatores para converséio de unidades € apresentada no Apéndice A,

Deve-se ter em mente que este trabaiho é uma abordagem prética e nio representa uma
revisdo exaustiva de métodos. Nos capitulos iniciais, por exemplo, sio apresentadas descri¢oes
condensadas de técnicas rotineiras, fundamentais para estudos fisioldgicos, que sc¢ encontram
descritas com maior detalhamento em outras obras. Vale lembrar, também, que as propostas
apresentadas em cada tema de estudo selecionado sdo passiveis de alteragdo ou substituigdo pelo
usuario, conforme as particularidades de seu trabalho. Na eventualidade do texio omitir técnicas ou
informagdes que o leitor considere necessarias, fontes especializadas deverdio ser consultadas.
Tratados abrangentes sobre assuntos essenciais estdo disponiveis na literafura, tais como métodos
fitoquimicos (Harborne, 1973) e teoria e funcionamento de instrumenltagdo para andlise (Marshall &
Woodward 1985, Skoog 1985. Pearcey et al. 1989 e Shoeff & Williams 1993). As técnicas para
estudos anatdmicos e citoquimicos - ndo abordadas neste trabalho - estdo descritas em tratados sobre
microtécnicas (Berlyn & Miksche, 1976), icroscopia (Lacey, 1989), microscopia eletrfnica
(Bozzola & Russell, 1992) e processamento digital de imagens (Shotton, 1993). Da mesma forma,
métodos utilizando radioisétopos foram evitados. devendo o leitor se referir a Chase & Rabinowitz,
(1970) ou Slater (1990). Para auxiliar o leitor na verificacdo de outros temas. uma listagem de fontes
de consulta para t6picos metodolégicos complementares é apresentada no Apéndice B.

'NOTA: De um modo geral, a mengio de marcas. modelos ¢ Tornecedores de equipamentos. reagenles ¢
suprinentos Toi evilada, devendo o interessado procurd-los nas fontes citadas, ou junto as firmas
comerciais do ramo. Alguimas marcas registradas siio mencionadas. devido ao seu uso consagrado
na literatura. Todavia, isso ndo implica em endasso, em comparago a oulros produtos similares.



2 METODOS ANALITICOS E LABORATORIAIS EM FISIOLOGIA VEGETAL

Por Gltimo. pesquisadores ndo devem se deixar inibir por limitagdes maleriais. Muitas vezes.
é possivel adapiar determinado método de andlise & infra-estrutura disponivel. Nesse particular, o
trabalho em equipe dentro de um laboratério e a interacio entre laboratdérios dentro de uma
institui¢ao desempenham papel primordial.
I.1. Referéncias Bibliograficas
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hiologists. Boston: jones and Bartlett, 1992, 542 p.

CHASE. Gi.D.: RABINOWITZ. J.1.. Principles of radioisotope methodology. Minneapolis:
Burgess Publishing Company. 1970. 3.ed. 633 p.
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2. NORMAS GERAIS PARA O LABORATORIO

2.1. Introducio

2.2. Normas de Seguranca

2.2.1. Regras Gerais

Normas de seguranga e de gerenciaimento devem ser afixadas
préximo A entrada do laborat6rio. Elas t€m de ser do dominio do
grupo de trabalho e sdo o primeiro ensinamento a ser ministrado
aos novatos. A seguranga individual e coletiva vai além da mera
prevengdo de acidentes - substancias toxicas, de efeito cumulativo,
estardo sendo manuseadas com certa freqtiéncia, requerendo a
devida precaugdo. A observincia das normas é crucial para a
organizagdo e eficiente condugdo dos trabalhos.

Cada laboratério possui particularidades que geram diferentes
demandas normativas. As presentes regras, propostas para o
laboratério de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL. talvez se
apliquem a maioria dos casos. Evidentemente, estudos envolvendo
radioisétopos e organismos patogénicos ou transgénicos requerem
normas adicionais, de conten¢do e biosseguranga.

A. Habitue-se com a localizagio dos extintores de incéndio.
mangueiras de dgua. alarmes. chuveiros de seguranga, lavalérios
para olhos, estojo de primeiros socorros, listagem dos nitmeros
telefonicos para emergéncia e saidas do prédio mais préximas.

B. Evite obstruir os corredores entre bancadas com utensilios, tais
como cadeiras ou caixas. Esses locais sao dreas de circulagdo de
pessoal e devem ficar desimpedidos.

C. Ndo coloque alimentos nos refrigeradores ou nas estufas do

laboratério.

. Ndo prepare alimentos no forno de microondas do laboralério.
Nio fume, nio beba e niio faga refei¢des dentro do laboratério.
Abra a autoclave devagar. posicionanco-se lateralinente com
relagdo A porta, para evitar queimaduras pelo vapor residual.
Lembre-se de usar luvas apropriadas para remover seu material.

G. Evite entornar substancias que deixem o piso escorregadio (ex.
cera ou parafina derretida). Ao trabalhar com esse tipo de
material, forre 0 piso em sua area de acdo.

H. Arranje seu ensaio de forma préitica. para que possa alcangar
torneiras, tomadas e interruptores pelo lado de fora de sua
montagem experimental.

I. Evite molhar o piso. Caso isso ocorra. coloque um aviso de
alerta, de facil visualiza¢do, até que o problema seja sanado.

J. Tenha muito cuidado ao manipular substincias inflaméveis.
Caso suas roupas peguem fogo, IMEDIATAMENTE deite-se €
role no chio, para abafar as chamas. Se perceber que as roupas
de um colega estdo em chamas. jogue o colega no chdo e role-o,
para abafi-las. Muito fregiientemente, a pessoa tende a entrar

nmd
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2.2.2. Manipulagdo de
Reagentes

2.2.3. Derramamentos e
Vazamentos

2.2.4, Vidraria

A.

em panico, nessas situagdes. e correr. resultando em
queimaduras dolorosas €. ds vezes, graves.

. Manipule o nitrogénio liquido em garrafa apropriada. usando

luvas adequadas.

. Use luvas ao fazer reparos com a cola de silicone. Ela é uma

neurotoxina de penetra¢do cutinea e somente poderd ser (ocada
com mdos livres, apés a polimerizagao.

.Tome os seguintes cuidados. quando for o ultimo a deixar o

laboratério: verifique se os registros de gases estao fechados.
desligue aparelhos que ndo eslejam em uso, tranque janelas e
portas e apague as luzes.

. Consulte a literatura especializada (Furr, 1989 e lLLuxon. 1992).

em caso de diividas mais especificas sobre seguranga.

. Mantenha reagentes incompativeis nas respectivas areas. para

prevenir situagdes de risco.

. Segure o frasco pelo lado onde estéd localizado o rétulo.
. Néo pipete com a boca. Use acessorio apropriado.
. Faga a dilui¢do de &cidos tendo a precaugao de derramar o acido

na agua e ndo vice-versa.

. Nao aquega liguidos inflamaveis em chapa clétrica: use manta

de aquecimento ou banho de vapor.

. Manipule substincias volateis SOMENTE na capela para

exaustdo de gases, para prevenir a inalagao de foxinas.

. Use luvas e 6culos de seguranga para manipular subsiancias

t6xicas. Use mascara respiraldria para voldleis. mesmo
operando na capela.

. Ndo coloque o écido perclérico ou seus gascs em contato com

madeira ou outros materiais organicos.

Consulte a literatura especializada (Lide. 1993), em caso de
dividas mais especificas.

Tome as seguintes providéncias. quando houver derramamentos

ou vazamentos de substdncias inflamdveis. t6xicas ou

corrosivas:

a) Desligue o fornecimento de energia elétrica a area ou ao
equipamento, para eliminar riscos de ignic¢o.

D) Aumente a ventilagdo, abrindo portas e janelas.

¢) Chame o pessoal de seguranga e manutengao.

. Lubrifique frascos ou tubulagdes com gliccrol ou gua, quando

for vedé4-los com rolhas de vidro ou de borracha.

. Use somente ferramentas apropriadas para cortar tubulagio de

vidro. Lembre-se de colocar fuvas e prote¢io facial.

. Monte sistemas de vécuo somente com frascos de parede

espessa. Passe fita adesiva na superficie do frasco, em cruzeta,
para prevenir projecao de fragmentos, em caso de implosao.

. Colete vidros quebrados com vassoura e pa. Recolha pequenos

fragmentos com algoddo molhado. usando uma pinga.
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2.2.5. Manejo do Lixo

2.3. Normas de
Gerenciamento

2.2.1. Atribuigdes
Individuais

2.3.2. Livro de Anotagbes

. Acondicione o lixo quimico em recipiente proprio, devidamente

identificado. [.embre-se que vérias substancias ndo podem ser
despejadas nas pias. tais como fenol-cloroférmio, (ris-borato e
metanol-dcido acético.

. Acondicione  dejetos  sOlidos  (poliacrilamida ¢ plasticos

contaminados com fenol-cloroférmio) no recipiente especifico.

. Descarte fragmentos de vidro no recipiente especifico.
. Deposite agulhas e laminas usadas na caixa especifica.

localizada em uma das bancadas. NUNCA as descarte nas
cestas de lixo.

. Limpe sua bancada individual de trabalho ao final o

expediente, devolvendo os maleriais ultilizados aos locais
apropriados.

. Limpe as éreas de trabalho coletivo que tiver uiilizado (bancada

de eletroforese, cimaras de crescimento, sala de moagem.
capelas. autoclave, centrifugas. espectrofotdmetros, etc.).

. Recolha seu lixo, descartando-o nos recipientes adequacdos.
. Ndo armazene materiais dentro das capelas de fluxo laminar.

porque elas tém de estar livres para o trabalho.

. Procure familiarizar-se com o procedimento, antes de conduzir

uma andlise. Sempre que necesséario. consulte um dicionério de
termos técnicos (Morris. 1992).

Planeje seu experimento com antecedéncia. verificando a
disponibilidade de equipamentos. reagentes. suprimentos ¢
vidraria com o lider do laboratério.

. Faga os acertos com a devida antecedéncia. junto ao lider do

laborat6rio, caso necessite de pessoal de apoio (laboratorisia ou
estagiarios).

. Tente trabalhar com calma. pois evilard acidenles e erros

experimentais.

Ndo hesite em passar algumas horas calibrando instrumentos
(psicrémetros, pordmelro. etc.), em caso de incerteza. Vocé
gastard muito menos tempo do que se tiver que repetir o ensaio
todo.

. Use um caderno de capa dura e paginas numcradas como seu

Livro de AnotagGes pessoais.

. Identifique o livto com seu nome, o laboratorio onde vocé

trabalha, data e ndmero do volume.

. Faga as anota¢es a lapis. Use o lado direito da pégina para

anotacdes formais e o esquerdo para rascunho e célculos.

. Use as trés primeiras folhas como Sumdirio.
. Registre todas as suas atividades, detalhe os procedimentos

(inclusive, a idade e o estado geral dos espécimens) e inclua hora
e data. Assim, o método poderé ser reproduzido no futuro.
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2.2.3. Preparo de Reagentes

2.2.4. Equipamentos

G.

H.

. Identifique e cole prontamente. no Livro de Anotacoes.

quaisquer folhas avulsas que sejam importanles.

Habitue-se a escrever com clareza. seqiiéncia e boa caligrafia,
para que ndo existam dividas. quando o texto for lido no futuro.
A estrutura do relato cientifico se inicia nas primeiras notas
tomadas no laboratério (vide Ebel et al.. 1987).

Mantenha seu Livro de Anotagdes a uma distincia segura de
suas andlises. Ndo permita que derramamentos acidentais
apaguem informagdes preciosas. Se vocé usa computador.
armazene seus dados e informagdes estratégicos em disquete.

. Tome a seguinte precaugdo, ao preparar um reagente: rotule o

frasco IMEDIATAMENTE, colocando o nome do reagente, a
concentragdo, a data, as iniciais de seu nome e a identificagdo do
laboratério. Em alguns casos (ex. manipulacdes envolvendo
material gendémico), é necessario anotar também a origem, grau
de pureza e PM dos composlos utilizados.

. Mantenha os estoques de reagentes em estado virgem, na medida

do possivel. Exceto quando o reagente for muito caro. evile
inserir colheres, medidas, espatulas, Dbastdes ou pipetas
diretamente nos estoques. Habitue-se a colocar uma quantidade
suficiente do reagente em um recipiente adequado. para entao
fazer as manipulagoes.

. Ndo confie em uma solugcio que vocé mesmo nao tenha

preparado. exceto aquelas de uso comunitdrio. Nunca teste um
reagente pelo odor ou sabor. Praticamente, todos 0s compostos
quimicos, em maior ou Menor grau, Sa0 venenosos.

. Nio confie em vidraria que vocé mesmo nio tenha lavado.
. Limpe pequenos derramamentos imcdiatamente. desde que niio

haja riscos & sua integridade fisica.

Prepare novo estoque, ao verificar que um reagente de uso
comunitario estd acabando. Caso sinta que estcja preparando
reagentes comunitarios mais do que deveria, fale com o lider do
laboratério.

. Enfatize, no respectivo rétulo, a vida ftil de reagentes instéveis.

de curta validade.

. Verifique se o reagente requer condigdes especiais de estocagem

(ex. vidro ambar, baixa temperatura. dessecador. elc.). antes de
fazer a preparagiio.

Identifique adequadamente os reagenies contendo substincias
prejudiciais ou perigosas (ex. vencno. inflaméivel, neurofoxina.
elc.).

Acondicione reagentes somente em recipientes com vedacio.

. Devolva sempre o estoque do reagente ao seu Jocal de origem.

. Reserve com antecedéncia (no minimo, de uma semana) a

utilizagdo de aparelhos de uso freqiente (autoclave, banho-
maria, capela de fluxo laminar, centrifuga, computador e
liofilizador). Cada um. deles possui uma cartela mensal. para o
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2.2.5 Computador

2.3.6. Centrffugas

2.3.7. Materiais de Oulros
I.aboratorios

C.

A.

usuério especificar os periodos em que ird utiliza-lo.

. Leia o manual ou carlela plaslificada de instrugoes antes de

operar um apareiho e verifique a voltagem antes de conectfar a
tomada.

. Comunique ao lider do laboratério. IMEDIATAMENTE,

qualquer defeito em aparelhagem.

. Ndo opere aparelhos equipados com microprocessador (isso

inclui o computador) em dias de chuvas fortes ou lempestades.

. Calibre o medidor de pli. sempre que for o primeiro usuério do

dia.
Mantenha o eletrodo do medidor de ptl imerso na solugéo de
KCl saturado.

. Verifique se h& carga suficiente na Dbateria dos aparelhos

portiteis (medidor de area foliar, porémelro. elc.). antes de
opera-los.

. Néo deixe faltar 4gua nas bandejas das camaras de crescimento.

para nio comprometer a U.R. de scu ensaio.

. Use somente programas licenciados. Caso  precisc usar

sharesware. certifique-se de que ele esta livre de virus.

. [Fale antes com o lider do lahoratério, caso necessite alterar a

configuragdo do sistema.
Nio armazene seus arquivos no disco rigido. O es
reservado para uso exclusivo do laboratério.

hago livre ¢

. FFaga hackups de seus arquivos.

. Opere uma centrifuga somente apéds haver sido freinado pelo

lider do laboratério ou pessoa designada.

. Mantenha um registro defalhado do uso de centrifugas de alta

velocidade e de seus rotores.

. JAMAIS exceda a velocidade méaxima (rpm) recomendada para

um rotor.

. Inspecione detalhadamente o estado fisico dos tubos de

centrifugacao antes de conduzir uma ultracentrifugagdo.

Pare a centrifuga IMEDIATAMENTTE, em caso de ruido ou
vibragdo anormal.

Mantenha a tfampa fechada duranle toda a operagio.

. Tome as seguintes precaucdes com os fubos de nitrocelulose

(nfio autoclavaveis). conserve-os a 4°C, ndo os use se cstiverem
Mexiveis ou perdendo coloracdo e use-os someife em rotores
tipo swinging bhucker.

. Faga o balanceamento individual de pares opostos de (ubos. por

pesagem. a mais precisa possivel.

SEMPRIE pega permissao ao lider de outro laboratdrio antes de
usar as dependéncias ou retirar qualquer malerial. Sempre
devolva limpos e em condigdes normais de uso os materiais que
fomar emprestado.
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2.8, Curva Padrao A. Nao use a mesma curva padrio dia apds dia - é uma fonie de
erro.

B. Pipete com a maior precisdo possivel. no preparo de solugdes
para a curva padrdo. Uma Gnica gola ja ¢ fonle de consideravel
erro.

C. Obtenha a regressao em calculadora. em vez de desenhar a
curva padrdo. quando estiver usando a porgio lincar para obter
estimativas. O erro mecinico que s¢ comele ao desenhar o
grafico serd evitado.

2.4. Referéncias
Bibliogralicas

EBREL, H.F.: BLIEFERT, C.: RUSSEY. W.E. The art of
scientific writing. New York: VCIT Publishers, 1987, 492 ),

FURR, AK. CRC handbook of Iaboratory safety. Roca Raton:
CRC Press. 1989, 704 p.

LIDE. D.R. Basic laboratory and induastrial chemicals: a CRC
guick reference handbook, Boca Raton: CRC Press. 1992,
370 .

LUXON, S.G. Hazards in the chemicat laboratory. S.ed.
London: Royal Sociely of Chemisiry, 1992, 700 p.

MORRIS. C. Academic Press dictionary of science and
technology. San Diego: Academic Press. 1992, 2,432 p.



3. SOLUCOES 15 CONCENTRACOLS

CUIDADOS

» [felue pesagens e pipetagens com a maior precisdo possivel.

e Lemlre-se de que. ao pipetar liquidos incolores. o volume correto corresponde ao ponto e
que o menisco. siluado no topo do tquido pipetado, coincide com a marca na graduagdo do
volume desejado. Para liquidos coloridos. onde o fundo do menisco nio é visivel, as bordas
do menisco devem coincidir com a graduago dese jada.

s [.embre-se de que. no preparo de solugdes, a concentracio desejada é obtida com o soluio ja
fazendo parte do volume final (ou seja, € errado adicionar a cuantidade e solufo ao
solvente com esle tiltimo ja no volume final desejado para a solugaon).

» Tome o cuidado de transformar os resullados para a unidade adequada. nos célculos de
dilui¢do.

» Use a forma decimal nos célculos envolvendo percentagem.

e Tome cuidado com a diluicdo! Ex. diluir uma solugdo de RNA qualro vezes significa ¢ue
trés volumes do solvente utilizado serdo adicionados a um volume da solugao original.

3.1. Introdugio

Muiltos méloados analiticos envolvem reagdes que ocorrent em solugdes aquosas. Por isso. é
conveniente revisar as maneiras de se expressar e interconverier concentracoes de solugocs, conforme
descrito por Segel (1976). Alguns exercicios sido tamhém apresentados. enfocando  situagdes
rotineiras em laboraldrio.

3.2, Concentragies com Base no Volume

Molaridade (M) = nimero de moles do soluto por litro de soluciio W

Para se calcular M. é preciso conhecer o peso do solulo dissolvido e seu peso molecular
(PM, normalmente disponivel no rétulo da embalagem ou no catilogo do fornecedor).

moles = peso () PM

E lembre-se que:

I mM=10"M=1 mmole.L." =1 pmole.ml.’
I tM = 10" M = | pmole " = | nmole.mi.”
[aM = 10" M = | nmole.l.' = | pmole.mL

x 2 . 4 -1
Uma solu¢ao | M contém | mimero de Avogadro de moléculas.|.”.

Niimero de Avogacdro = minero de moléenlas por g-mole
= miimero de dtomos por g-dionio
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= 1imero de fons por g-ifon
= 6023107

Normalidade (N) = ntimero de equivalentes-grama de soluto por litro de solugio

Para se calcular N, é preciso conhecer o peso do solulo dissolvido e seu peso equivalenle
(PE).

equivalentes = peso (g WP

Um equivalenfe de um acido ou base € o peso que contém | g-itomo (I mole) de hidrogénio
subslituivel ou | g-ion (1 mole) de hidroxila substituivel. Em geral. aceita-se que:

Pl =PMin

em que “n” € o nimero de 11" ou OIT substituiveis por molécula (respectivamente. de um 4cido ou de
wma hase). Temos tamhém que:

N =niM

Por exemplo. 11ma solu¢do H.SO.0.01 M é também 0.02 N,
Oulras expressoes incluem:
s 4 piv (perceniagem peso/volume) = peso (g) de um soluto por 100 mL de solugao
e % mg (percenfagem miligrama) = peso (g) de um soluto por 100 ml. de solugao
»  Osmolaridade = molaridade de particulas em solu¢ao
e Uma solucao I M de um soluto ndo dissocidvel & também 1 Osmolar (contém 6,023 x 107
particulas por litro).

* Umasolugdo I M de um sal dissocidvel é n Osmolar (n = nimero de ions por molécula). ou seja.
uma solugcio KCTO.N03 M € 0,06 Osmolar,

A osmolaridade é relevante para estudos fisioldgicos nos quais células ou tecidos t€m de ser
banhados em solugdo equivalente em osmolaridade ao citoplasma. para que nio haja perda ou
absorgiio de dgua pela célula ou tecido. Nesse caso. a solugdo usada é dita isotdnica com relagio as
células ou tecido.

3.3, Concentragoes com Base no I’eso

I;% P/p (pereentagem peso/peso) = peso (g) de wn soluto por 100 g de solugiio

A concentragao de vérios acidos comerciais € expressa em p/p. Para se calcular o volume de
solugdo-esloque necessaria para uma dada preparagio, € necessario saber a densidade ou gravidade
especifica. conforme:

;1 = densidade = peso por unidade de volume
GIE = gravidade especifica = densidade com relagiio & dgua.
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Ja que a densidade da dgua é 1 g.ml.'. a GE é numericamente igual a p.

ppm - (partes por milhdo): indica uma razdo de concentracio em solugdes. E similar 2
percentagem. porque € lfambém uma fragdo. Todavia, o denominador é sempre | milhdo,
[ usada para expressar pequenas quantidades de sofuto. O termo partes pode se reletir a
qualquer unidade. mas g é a mais utilizada.

__Molalidade (im) = numero de moles do soluto por 1.000 g de solvente

A molalidade é utilizada em célculos fisico-quimicos (ex. ponto de cbulicdo). Para solugdes
aquosas dilutas, m e M serdo muito proximas. Para a interconversio de m e M. é necessério saber a
G (pip).

4. Concentragoes com Base no Grau de Saturagio
Proteinas sdo freqiientemente purificadas por precipitacdo diferencial com sais neutros (ex.

sulfato de amdnio ou cloreto de sddio). Normalmente, a concentragio dos sais ufilizados é expressa
em percentagem de saturagdo.

Percentagem de Saturacio = concentracio do sal em solucio como percentagem da
concentracdo maxima possivel, a uma dada temperatura

Para calcular-se as mudangas de volume causadas pela adigdo de grandes quantidades de sal
em solucdo aquosa, é necessério saber o voliume especifico (v) do sal. ou seja:

v = volume ocupado por 1 g do sal (ml..g") = inverso da densidade
3.5, IXxereicios

A. (a) Quantos gramas de NaOIl solido sdo necessérios para preparar 600 mL. de uma solugdo 0.05
M? Expresse a concentracio também em: (b) N. (¢) e L' (d)y @ plv e (e) osmolaridade.

a) litros x M = miimero de moles de NaQIl necessarios
0.6 x 0,05 = 0.03 mole de NaOFl

nimera de moles = Peso, /PM = 0,03 = Peso, /40 = 1.2 ¢
Pese 12 g. dissolva em um pouco de dgua e complele para 600 ml..
Alternativamente. faca os célculos utilizando a regra de (rés:
40 (PM)->» I M
X ~» 0,05 M x=005x40/=2gem I L. oul2gem006IL.
D) M = N. nesse caso. A soluciio € 0.05 N.
¢) A solucdo conlém 1.2 g/600 ml., ou 2.0 gLt
d) % (p/v) = g por 100 ml.. ou seja. 2.0 g.I." = 0.2 2.100 mL" = 0.2% (p/v).
) NaO1l libera duvas particulas (Na“ e OIV).
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Osmolaridade =2 x M = 0,10 Osmolar

B. Quantos ml. de 1,50, 4 M sdo necessarios para se preparar [.500 mL de uma solugao H>S0,
0.003 M ?

V. M’ (solucio diluida) = V.M (solugiio concentrada)
1.5x0.003=Vx4 ... V=15x00034=000111.,0ul.lml.
Dissolva |.1 mL da solu¢do concentrada em dgua e complete o volume para 1.5 1.

C. Descreva a preparacio de 2 litros de T1CT 04 M a partir de solugao HCI 285 (p/p).
densidade=1.15. ‘

a) Vx M =nimero de moles
2 x 0. =0.8 mole de 11C] é necessério.

b) Peso, = niimero de moles x PM = 0.8 x 36,5 = 29.2 g 11C1 puro sio necessarios.

¢) Mas. a solugio-estoque é HCT 28 7 (p/p)
Quantidade necessdria = 29.2/0.28 = 104.3 g da solugdo-estoque.

d) Em vez de pesar 104.3 g da solugdo-estoque, pode-se calcular o volume necessario. conforme
abaixo:

Vo = DP€80, /Py = 10437115 =90.7 mlL.
Mec¢a 90.7 ml. da solucdo-estoque e faga a dilui¢do para 2 1. com 4gua.

¢) ¢ e d podem ser combinados em uma tinica equagio, a saber:
Peso, = Vi X Pewa. X % (na forma decimal). de onde:

Vi = Peso. /p x G =29.2/1.15x 0,28 =90.7 ml.

D. O v do sulfato de amdnio (SA) sélido é 0.565 mg.g" (Segel. 1976). A solubilidade do SA a 0"C é
706 g/1.000 ¢ de dgua (NOTA: este valor varia. de acordo com a fonte e com a temperatura - o
calflogo SIGMA 1995, por exemplo. cita a solubilidade do SA como | M em dgua. a 20°C. o que
corresponde a 1221 g/1.000 g de dgua). Calcule a concentragio de SA em solugiio saturada a

0°C.

A 0°C. sd0 706 g de sulfato de ambnio em 1.000 g de dgua, e o volume ocupado é:
1.000 ml. + (706)(0,565) mL = 1.399 ml.

A concentracio de SA serd = 706/1.399 = 0.505 gl =505 gl
O PM do SA ¢ 132.1 e amolaridade da solugiio é = 505/132,1 = 3.82 M.,

E. Descreva o preparo de uma solugéio aquosa de etanol nas seguinles concentragdes: (a) 13 (p/p).
(D) 135 (p/v) e (c) 139 (viv).



SOLUCOES F CONCENIRACOES

a) 13 g de ctanol + 87 g de dgua destilada.

D)y p=M/V: 079 =13V V=13%079 = 106,5ml
Partanto, 12 g de etanol equivalem a 16,5 ml..
100 - 16,5 = R3S ml de dgua. l.ogo:

12 g etanol -+ 87 ml. dgua destilada.
¢) 1A ml. etanol -+ 87 ml, dgua deslilada.

I". Como vocé prepararia essa solucdio sem ulilizar uma balanga?

A resposta é obtida com o mesmo raciocinio usado no item (b) do problema anterior: se 13 g de
elanol equivalem a 16.5 ml., seriam 16.5 mL de elanol -+ 83.5 ml. de dgua deslilada.

G. Como prepavar | litro de etanol 235 (v/v) a partir de etanol 95% (v/v)?
CxV=0C"xVi.emque (C=concentracio e V = volume

95 . x=23.1.000 x = 23.000/95 = 242 1 mL.
Adicione 242.1 ml. de etanol 95% a 7579 mL de dgua destifada.

QOulira mancira de reselver a questdo é utilizando-se a regra de trés, sabendo que elanot 23%
representa 230 ml. de etanol puro em 1.000 ml. de solugao. portanto:

[.000 mL, --» 950 ml.
X - 220 ml, X = 230.1.000/950 = 242.1 ml,

1. Como expressar uma solugdo Na.SO 4 SO ppm em termos de (a) % (p/v) e (b) mM?
(2) S0 ppm = 50 ¢/1.000.000 g de dgua. Visto que 1.000 g = 1 1, de dgua.
=50 g/1.000 L.
= S5G (p/v)

(1Y O PM do Na-.SO, é 142, Temos 50 g dissolvidosem | L.

I M-» 142
X -»50 X =50/142 =0.352 M =352 mM

[. Como preparar 300 ml. de uma solu¢io NaC’1 0.2 M?
M = n"de moles. L PM NaCl = 58

0.2 M = NaCl x | mole NaC1/0.3 L x 58¢ NaCl = NaCl/17.4
MNaCl = 174 x 0,3 =522 g de NaCl dissolvidos em 300 ml. de dgua destilada.

J. Comao preparar 300 ml de NaC'10.6 M a partir de uma solugao-estoque NaCl 0.7 M?
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CV=0V
0.7.V = 0.6.200 V= 2571
Complete 257.1 ml. de solu¢do NaCl 0.7 M com dgua alé os 200 ml..

1.. Prepare as seguinies solugdes. para exiracio de DNA gendmico: (a) 300 ml. de 1HC1 0.25 M. a
partir de estoque HCTS N (b) 500 mLL de NaOIT 0.5 M. NaCll 1,5 M. a partir dos esloques NaOl |
10 N e NaC'l S M, e (¢) 1.000 ml. de NH,OAc | M, NaOtl 20 mM. a partir dos estoques
NHLOAc 5 M e NaOIl 10 N, (NOTA: lembre-se de sempre converler fodos 0s casos para a

mesma unidade).
ayOestoque 6 SN=5M

S M- j00mt,
025 M -» x x = 025, 100/5 = 5 mL. do estoque para preparar 100 mi da solugdo.

5x 2 =15 ml. do estoque. completando com dgua até 300 ml..

by NaOIT: o estoque ¢ ION =10 M

1OM > 100 ml.
0.5M -3 x x = 05.100/10 = 5 ml. do esloque para preparar 100 mi, da solugio.

5 x 5=25 ml. do esloque para preparar 500 ml. da solucio,
Q

NaCl: o estoque é 5 M.

SM = 100

[.5 M --»x x = L.5.100/5 = 30 mL. do estoque para preparar 100 mL da solugio.

30 x 5= 150 ml. do estoque para preparar S00 ml. da solu¢io.

Adicione 25 ml. de NaOIl 10 M a 150 mL de NaC'l 5SM e complete o volime para 500
mi..

) NITIOAc: o estoque € 5 M.
5M > 1.000
[ M > x x = 1.000/5 = 200 ml,

NaOll: o estoque € TON = 10 M = 10.000 mM
[0.000 MM — 1.000

20mM =y X x = 20.1.000/10.000 = 2 ml.
Adicione 2 ml. de NaOIl 10 N a 200 ml. de NILOAc 5 M e complete com dgua até  1.000
ml..

J.6. Referéncia Bibliografica

SEGEL. LTL. Biochemical calculations. 2.ed. New York: Wiley. 1976, 441 p.



4. CENTRIFUGACAO

CUIDADOS

» Naoinstale a centrifluga em drea sujeita a incidéncia de raios solares.

e Cerlilique-se. para as cenlrifugas de mesa. de que a base de suporte é resistente e esla
nivelada.

= Nao inicie a cenirifugagdo sem antes colocar a tampa no rotor e I(rava-la
convenientemente,

= Taga o balanceamento de pares opostos de tubos. individualmente - sempre pelo peso,
nunca pelo volume. Se o rolor conliver massas desiguais em comparlimentios oposios.
excedendo a margem especificada pelo fabricante. o cixo serd danificado. Tubos contendo
Agua podem ser utilizados para balancear o rotor,

»  Reinicie o ciclo. cm caso de falta de energia elétrica duranfe uma corrida.

*  (Consulle ns manuais do labricante. para a escolha adequada do tipo de rotor,

*  Verifique. no manual do labricanle. os cuidados necessarios na manipulagio dos rotores.
comao e onde guarda-los e as informagades sobre a vida util deles.

4.1, Introdugcio

A for¢a centrifuga € wm recurso bdsico na pesquisa em [isiologia vegetal. para scparar
componenies de densidades variadas. A centrifuga separa precipitados quimicos de solugdes e
residuos celulares de extratos. Neste capilulo é apresentada uma descricio geral do uso de uima
centrifuga refrigerada programével. Outras informacées poderdo ser oblidas. consultando-se

Rickwood (1992) e Rickwood et al. {1994),
4.2, I'undamento

A Tor¢a centrifuga exercicda em uma particula é dada pela relagio:
2 2
F=ma=mum 1 —=wg o.r

m (ue:

F = forga exercida sobic a particula, em dinas

m = massa <la particula. em gramas

& = velocidade angular de rolagao, em radianos.s”

r = distancia radial da particula ao cixo de.rotagdo. ou raio do rotor. em cm
w = peso da particula i

¢ = constante gravitacional (980 cm.s ™)

Para efcitos de comparacdo e reprodugdo de condigdes experimentais. o termo for¢a
centrifinga relativa (RCEY € utilizado. representando a forga que age sobre uma dada particula em
um campo cenlrifuga. em termos de miltiplos do peso da particula (¢) no campo gravitacional
ferrestre. Porlanto:
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f

e wl,
i-_R(.F' &

Para converter @ em rojacdes por segundo. lemos:
w = rpm x 21/60. em que: T = 3.1416 e rpm = rolagdes por minufo.
Visto que: ¢ = 980 cm.s™. lemos:

RCT = (rpm.27/G0Y" . 17980
RCT = (20/60)7 . 1/980 _r. rpm’. ou seja:

RCE = L& rapm’ 10

Outras relagdes. para uso do raio do rotor expresso fora do sistema mévico, podem ser

ulilizadas. tais como:

A6 .
RCF = 12 .

em que = raio do rolor. em pés. e n = rofagdes por segundo = rpm/60: e:

RCF = 28,38 . 1. (—1-30——0—)2

em que r = raio do rotor, em polegadas. e n = rotagdes por minuto.

4.3. Notas sobre a Defini¢io de Parfmetros

A.

Sclecione a temperatura desejada na cAmara do rolor, Em muifos casos. o sislema dc refrigeragio,
durante a pausa para esfriamento. seleciona automaticamente o ciclo de tarcfa adequado para
manuten¢io «a temperatura escolhida. Por isso. a duracio da corrida nio precisa eslar
selecionada. Monilore o indicador da temperatura do ar denfro da camara do rotor. () indicador de
refrigeracao permaneceri aceso. enquanto o compressor estiver afuando.

. Selecione a velocidade (angular) desejada no rolor. Use uma das equacdes do item 4.2, para obler

a for¢a centrifuga desejada, expressa em x g. P'rocure fazer uma (abela. contendo as relagdes entre
rpmee x g. para o raio de cada rotor disponivel. i alguns modelos recentes. isto ndo ¢ necessario
- a cenirifuga possui mecanismo de idenlilicacin do rotor que estd acoplado. permitindo ao
operador digitar a RCT desejada diretamente no painel,

. Selecione a duracio da corrida. Tim alguns modelos, esta pode ser altcrada com a maquina em

funcionamenta. Quando o modulo de operagio continua ¢ selecionado. a cenlrifugacio ocorrerd
indefinidamente. até ser paralisada pelo ¢ nerador,

. Abra a centrifuga somente quando o indicador de frenagem estiver ativado. Cerlifique-se de que a

z

velacidade do rotor estd abaixo de 100 rpm. im alguns modelos. a (ampa é aulomaticamenle
destravada. apds a frenagem. Varias centrifugas possuenm madulo para programagao do tempo de
ficnagem. o qual varia conforme o rotor utilizado.
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4.4, Encaixe do Rotor

A. Verifique o tipo de encaixe do rotor. Existem rotores que sdo presos por um Unico parafuso, com
rosca para a esquerda, ao cone com rosca sem fim do rotor. Qutros siio presos por dois parafusos
com rosca para a esquerda (trava dupla) situados na tampa do rotor. O parafuso com rosca maior
prende a tampa ao rotor € o menor prende o rotor ao cone com rosca sem fim. Aperte cada
parafuso separadamente - primeiro o maior e depois o0 menor.

B. Antes de encaixar o rotor no cone com rosca sem fim do eixo do rotor. certifique-se de que a rosca
e o orificio central do rotor estdo limpos e livres de arranhdes ou entalhes. Passe papel absorvente
nas superficies. cada vez que for fazer um encaixe, para minimizar a ocorréncia de arranhoes,
aderéncia ou corrosdo do rotor. Encaixe o rotor no cone com rosca sem fim.

C. Se a temperatura da camara da centrifuga estiver abaixo da temperatura ambiente e o rotor nio
tiver sido pré-esfriado, espere até que a temperatura do rotor se equilibre com a femperatura mais
baixa da cAmara, antes de fazer o encaixe final do rotor. Este cuidado minimizara as chances do
rotor ficar agarrado ao cone com rosca sem fim.

4.5. Operagiio Tipica em Mddulo Normal

A. Antes de ligar a centrifuga, faga o balanceamento dos tubos com amosiras e encaixe-0s nos
orificios do rotor.

. Com o eixo parado, instale o rotor, sempre seguindo as instru¢des do fabricante.

. Feche a tampa da cadmara e ajuste a temperatura, conforme desejado.

. Coloque o controlador da durag¢do da corrida em posigdo de espera. ou no tempo desejado.

. Selecione a velocidade (angular) desejada. Selecione a frenagem, caso necessario, ao final da
corrida.

. Aperte a tecla de inicio. A centrifuga ird acelerar até a velocidade selecionada, correr durante o
intervalo de tempo selecionado e automaticamente desacelerar ou frear até a parada completa. Nos
modelos com meméria, as condigdes da corrida podem ser armazenadas e automaticamente
reproduzidas para outros conjuntos de amostras.

Mmoo Qw

-]

4.6. I'm Caso de Alarme de Iiscovas Gastas

e Sc o alarme de cscovas gastas se ativar durante uma centrifugagdo, ndo € necessério interromper
a corrida. Quando ela terminar, um sistema de travamento geral impedir& novas corridas, até que
o problema seja sanado.

4.7. Referéncias Bibliograficas

RICKWQOD, D.; FORD, T.C.:. STEENSGAARD. J. Centrifugation. [ssential data series. New
York: John Wiley & Sons, 1994. 128 p.

RICKWOOD, D. Preparative centrifugation: a practical approach. Oxford: IRL Press, 1992.
400 p.






S ESPECTROFOTOMITTRIA

CUIDADOS

s Nio toque a superficie de leitura da cubeta. Caso isso ocorra. limpe a mesma
IMEDIATAMENTE. com papel toalha.

o  Manuseie a cubeta com cuidado, para evitar derramamentos da amosira no aparelho,
PRINCIPATLMINTT se esliver ulilizando anlrona.

A.1. Introducio

A espectrofotometria é fundamenial para a pesquisa bioquimica. destacando-se as seguinics
situagdes: (a) se o fndice de absorbiincia a um comprimento de onda especifico lor conhecido. a
concentracdo de nn composto pode ser estimada por meio da determinagao de sua densidade otica
nacquele comprimento de onda. (b) medindo-se a taxa de formagio ou degradagdo de um composto
que ahsorva radiacio, o curso de wmea reacdo pode ser determinado. € (¢) coniposios poceni ser
identificadns através da determinaciio de seus espectros de absor¢ao nas regioes visivel ¢ ultravioleta
do espectro de energia radiante.

5.2, Fundamento
A espectrolofomelria se baseia em duas leis hasicas: a de Lambert e a de Reer. A primeira

councia: “A radiagdo absorvida é diretamente proporcional a espessura da solugdo analisada’.
Porlanto. lemos a equagio:

I
A = logyg T - h

cm que: 1, = intensidade da radiagao incidente
I = intensidade da radiacdo transmitida
a, = indice de absarbincia caracteristico para a solugao
b = comprimento do meio
A = absorbancia

1

A segunda councia: “A radiagio absorvida é diretamente proporcional a concentragéo do soluto
na solugin™. Tortanto, temos a equagio:

n
A= logm]— = Q.. C

emque: b, . 1. ace A sdo como na equagiio anlerior e ¢ = concenfragdo do soliifo na solugio
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Combinando-se as duas leis. oblém-se a expressio: A = ab.c. O indice de absorbincia pode
ser deferminado a partir desta equaciio. fazendo o seguinic rearranjo. no qual o valor de b pode ser
mantido constante através do uso de cubetas padronizadas:

Ly

A, =
ch

.2 Limitagoes da Lei de Lambert-Beer

s Tomada isoladamenie. a relacio direta enlre absorbancia e concentragio possui poucas cxceqoes.
Todavia, a adicao do componente b (espessura da solucio) em valor constante (uso de cubetas
padronizadas) gera desvios quimicos e interferéncia na aparelhagemnm.

~ Iissa lei é vilida somente para solugdes dilnidas. Em altas concentragdes (> 10 mM). cada uma
das parliculas afeta a disiribui¢do de carga de suas vizinhas. 1sso pode allerar as caracteristicas
da solucao em absorver um comprimento de onda especifico.

= A presenga de eletrolitos na solugdo modilica o potencial de absor¢ao molar do componente
absorvedor de radiacio. isse efeito. conludo. pode ser reduzido por dilui¢des adicionais.

= Desvios desta lei serdo observados quando a subslincia analisada se dissociar. associar ou reagir
com o solvente. gerando um produto com espectro de absor¢ao diferente da substancia original.
Fx. indicadores dcido-base.

* Fssa lei é observada somenle com radiagcdo monocromética. Quando mais de um comprimenio de
onda é utitizado, a relacdo entre absorbincia e concentracao deixa de ser linear.

5.4. lispectrolotometro

Uma variedade de espectrofotdmetros esta disponivel comercialmente para medicdes de
ahsorbincia nas regides ullravioleta. visivel e infravermelha <o espectro. Duas varidveis na
concepgio desies aparelhos sio fundamentais, a saber:

S0 Arranjo das Cubelas com Relagdo ao Seletar de Comprimenio de Onda

As duas cubetas (branco e amostra) podem estar tanto entre a fonte de luz ¢ o scletor de
comprimento de onda quanto entre o seletor e o detector. Cada allernativa apresenta desvaniagens ¢
vantagens. Na primeira. qualquer fluorescéncia na amostra produzird inferferéncia nas medicoes. Fm
compensagdo, a dispersio da radiagdo causada por componenies da amostra terd pouca imporiancia.
porque serd. posteriormenie. rejeitada pelo seletor. Ja na scgunda alternativa. o inverso é observado:
a fluorescéncia ou a fotodecomposicdo serd minimizada. porque os comprimentos de onda curlos
serdo removidos anies que possam atingir a amosira. Porém, hd a possibilidade de erros por
dispersdo.

Na amplitude gue nos interessa mais (UV e VIS), a fluorescéncia e a folossensibilidade sdo
problemas mais sérios do que a dispersio. predominando a concepedo em que as cubelas ficam enlre
o seletor e o detector,

5.4.2. Sincronismo das Medigoes de Tp ¢ Te da Correnle no Fscuro

Fissa caraclerislica determina se o aparelho serd de feixe tinico ou duplo. Fm feixe tnico
(figura I-A), rés passos sdo necessdrios: (a) zerar o instrumento com o disparador em posicio.
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(b) medir o branco (la) e (¢) medir a amostra (1. Visto que a confiabilidade dos dados vai depender

da conslancia das caracleristicas de opera¢do. as medigoes 1ém e ser rapidas.

Nos instrumentos de feixe dupto. um feixe passa através do branco e o outro através da
amostra. simultaneamente. Esses aparelhos sdo de dois tipos. a saber:

* O feixe duplo (figura I-B) é formado pela bifurcacdo de um tinico feixe em espelho em forma de
V. Nesse caso. a medigdo ocorre em dois passos: (a) zerar o aparelho com o disparador cm
posigdo ¢ (h)y medira amostra (e 0 branco). A confiabilidade dos dados depende da constancia da
corrente no escuro (quando a radia¢io ndo esta passando). durante os dois passos.

s O aparclho ndo possui disparador (figura [-C). Em vez disso. um espelbo giratdrio. com
movimento de /4 de circulo, direciona a radiagdo do seletor para o hranco ¢ para a amostra. cm
alterndncia. Assim. o feixe duplo na verdade ocorre no lempo e nio no espaco. Os dois pulsos de
radiacdo sdo recombhinados por um espelho de grade. o qual transmite um ¢ reflelc o oulro para o
detector, (Y espelho de setor é composlo por segmenios arredondados. sendo melade ahertos, para
passagem fivre de radiacdo. Os componentes espelhados possuem moldura mefélica. que
periodicamente interrompe o feixe direcionado para o detector. Nesse ponfo. o microprocessador
do deteclor faz ajusies na correnle no escuro. Por esse processo, o feixe que passa pelo branco é
alenuado mecanicamente, alé que sua infensidade seja igual & do feixe que esld passando pela
amostra. Quando os microprocessadores sdo capazes de eflctuar retroalimentacdo. o ajusle é
clelrdnico. A medi¢io da amosira. nesse caso, é dircla. sem necessidade de passos adicionais,
Quira vantagem desse modelo € a medicao continna, mesmo quando se muda o comprimento de
onda,

5.5, Operagiio Tipica em Feixe Unico

A. Ligue o aparelho. Embora o aparelho possa ser usado imedialamentic. melhor desempenho ¢é
obfido apds uma espera para aquecimento. Equipamentos mais recentes executam autocalibragao.
informando quando estdo prontos para uso.

BB. Selecionc o comprimenio de onda desejado. Nos madelos UV, a amplilude é geralimenie de 200 a
£.000 nm. Ajuste a posi¢do do espelho para a lampada requerida para o comprimento de onda em
uso. Tipicamente. existe uma alavanca para selecao de lampada de deutério (UUV) ou tungsiénio
(VIS). Iissa lampada requer aquecimento de, no minimo, 10 min.

(. Verifique. no seletor de comprimento de onda. a indicagdo para uso de 1ampada de tungsténio ou
deutério. Normalmente existe uma faixa exclusiva para a VIS, outra para a UV e uma
intermedidria. na qual se escolhe a lampada que propicia maior T. quando ndo hd amostra
colocada no compartimento.

N. Use cubetas da espessura certa, de acordo com o procedimento que estiver conduzindo. tlse
cubetas idénticas em espessura para as amostras. brancos e padroes.

I<. Coloque o branco em uma cubela e a insiva no compartimento de amostra. A solugéo deve estar
em altura suficiente para cobrir o feixe de luz que passa através do compartimento. Algumas
cubefas possuem uma marca horizontal para indicar o nivel adequado de enchimento. As cubetas
possuem uma marca verlical, que serve de referéncia para o alinhamento desta com a marca
verlical no compartimenlo de amostra.

I°. Teche a tampa do compartimento de amosira e selecione o modo de operagao: transmitancia.
absorbincia ou concentragdo. Remova o branco e faga as Icituras nas amostras ou padroes.

(. Ohserve os seguintes procedimentos:

a) Absorbancia ou Transmitincia:
» Insira cada amostra ou padrio no compartimento de amastras, fazendo a leitura,
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» [aca a curva padrao, ou a regressio. colocando a absorbiancia ou lransmildncia como
fungdo (ordenada) das concentragdes das solugdes contendo os padroes (abscissa).

» Determine a concentragdo de cada amostia, examinando na curva padrio qual valor de
concentragio (abseissa) corresponde A absorbancia ou transmitancia obtida (ordenada).
Casn necessério. faga corre¢oes contra inlerferéncias,

(A\)
Disparador
l Rranco Fotodetector Medidor
Jonte
Q——‘l I| 7\D ¥ /Q
Seletor de
Compriveentn |:| -
. Awmostira
de Onda
(3 Rranco TFolodelector
Disparador n_—)l:i ?
Ionte 1l punticador
® 3 [::j<O 1 ,llp 1cadnt
—¥i de Teixe
Seletor de |
Comprimento 7 “"”D""" Medidor
e Onda Amostra
Trotodetector 'ﬂ'
(< Nivelador Oiico Fotodetector
20 T 100 Ispelho I/
- ~0 - le Grade
.// >I’_—_ﬁll \} ? _,':;_'-_;7' - >
4  Rrvanco
Fante Amostra 7

0————)|::|———) ———)I::I[ > M '.__. Detector
de

Seletor d
rietor de Espelho de

Setor

NMotarizado

Nulidade

Comprimento

de Onda

FIGURA I, Esquemas de operagao de fotdmetros e espectrofoldmelros: (A) feixe dnico. (B) canal
duplo com feixes simultaneos. e (C) feixe duplo. com allernancia entie dois canais
(adaptado de Skoog, 1085).
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b) Concentragiio:

e [ste modulo somente pode ser usado para relagdes lineares. Coloque o padrdo no
compartimento das amosiras e digite ou faca o ajusie do valor da concentragdo. Repila este
passo com outros padrdes. para verificagio.

L]

Insira as amostras no compartimento de amosiras e leia os resullados diretamente em
anidades de concentragiio.

5.6. Releréncia Bibliogralica

SKOOG, D.A. Principles of instramental analysis, 3.ed. Philadelphia: Sounders Collcge
Publishing. 1985, 879 p.







6. SEPARACOES CROMATOGRANICAS

6.1. Introdugiio

Em muitos procedimentos € necessario purificar a substincia em estudo. removendo os
possiveis interferentes. Geralmente. essa remogio € conseguida através de técnicas de fracionamento.
das quais a cromatografia ¢ uma das mais utilizadas.

O termo cromatografia engloba um grupo diversificado de métodos de separagio, isolamento
e identificagao de compostos correlatos em misturas complexas. Todos eles compartitham o uso de
duas fases: uma estaciondria e a oufra. wovel. Os componenles da mistura sdo carregados ou
corridos através da fase estaciondria. pelo fluxo da fase moével. As separagdes se baseiam nas
diferengas das faxas de migragdo entre os diferentes componentes da misfura.

Intmeras variagtes das fécnicas cromatogréificas estdo descritas na literatura. envolvendo
aparatos com variados graus de complexidade. Neste capitulo. sdo apresentadas descricoes gerais de
alguns métodos. relevantes para a fisiologia vegetal. As variacdcs mais complexas nio siao
abordadas. devendo o leitor consultar relalos mais abrangentes. lais como Stock & Rice (1974),
Skoog (1985) ou Fallon el al. (1987),

6.2. Modalidades

Os métodos cromatogrificos podem ser classificados de duas maneiras. A primeira diz
respeito ao meio fisico pelo qual as fases mdvel e estacionéria sio colocadas em contalo, a saber:

o Cromatografia em Coluna: a fase eslaciondria é confinada em um tubo. através do qual ocorre a
passagem for¢ada da fase mével. por pressdo ou gravidade.

o Cromatografia Plana: a fase estacionaria se apdia em uma placa plana ou nos infersticios de
uma folha de papel. A fase maovel se desloca na fase estacionéria por capilaridade ou gravidade.

Vale salientar que os equilibrios nos quais as duas modalidades se basciam sdo idénticos ¢
que a teoria aplicada a uma é pronfamente adaptavel a outra.

A segunda maneira de se classificar os métodos baseia-sc nos tipos de fases movel e
estaciondria e nos tipos de equilibrio envolvidos na transferéncia de sofutos cntre as duas fascs. Nesse
caso. as calegorias predominantes sao a Cromatografia Liquida e a Gasosa, cada uma possuindo
métodos especificos. No caso de coluna, esses mélodos sdo apresentados na fabela |.

6.3. Cromatografia em Coluna

A fase estaciondria solida (amido, talco. etc.) é comprimida em uma coluna de vidro (figura
2). enquanfo o liquido (onde eslao as substincias que se quer separar) flui gradualmente, através da
coluna. As subslancias possuindo maiot afinidade pela fase solida movem-se mais devagar do (ue
aquelas com maior afinidade pela fase liquida. as quais aparecem nas primeiras fragdes coletadas no
vaso receptor.

Na cromatografia de particdo em colunas, o enchimento (leito) da coluna recebe um liquido
que atua como fase liquida estaciondria. Ele deve ser insolivel na fase liquida movel, para que as
substancias sejam separadas em funcdo das suas solubilidades relativas nos dois liquidos.

O lermo adsoredo pressupde que uma das fases é uma superficie competindo pelo soluto em
termos de adsorcdo e a outra € um fiquido. O termo partigdo pressupde que ambas as fases sio
liquidas ou que uma delas € gasosa e a outra liquida.



26

METODOS ANALITICOS E LABORATORIAIS EAM FISIOLOGIA VEGETAL

TABELA 1. Mélodos de separa¢des cromatograficas em colunas (adaptado de Skoog. 1985).

Classificaciio

Método Especifico

FFase Estacionéria

Tipo de Equilibrio

Cromatografia
1iquida

Cromatografia
(7asosa

Liquido-liquido

Liquido-sdlido
[Fase liquida retida

Troca idnica
Impregnagio de gel
Gas-liquido

Géas-solido
Fase gasosa retida

Liquido adsorvido em uny
sOlido

Sélido

FEspécies orgdnicas retidas
em uma superficie s6lida
Resina de troca iénica
Liquido nos intersticios de
um sélido polimérico
Liquido adsorvido em um
sélido

Solido

Espécies orgdnicas retidas
en superficie solida

Particdo entre liquidos
imisciveis

Adsor¢do
Particdo-adsor¢do

Troca ibnica
Partigdo-peneiramento

Particdo cntre gls €
liquido

Adsorcdo
Partigio-adsor¢io

A oOF
k. §7 <— ‘Adaptador para pressin

¢— Fase mével liguida

- Algodio de vidro

< Fase estacionaria solida

«— Algodao de vidro
€— Pérolas de vidro

Tube afn'lar

de Teflon

Fragtes — ‘ } If

FIGURA 2. Diagrama da cromatografia em coluna.
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6.3.1. Cromatografia de Elui¢do

Nesta varia¢cdo. a amosira € eluida gradualmente, através de adi¢des sucessivas de solvente.
Apds aplicada. a amosira migra até uma cerla extensio. ficando seus componenies fracionados em
parte da coluna. Novas aplicagdes de solvenle forcam novos avangos da frente. causando novo
(racionamento. desfa vez na por¢do ainda virgem da fase estacionfiria. Ao mesmo (empo, ocorre um
fracionamento adicional. no ponto onde a amostra foi aplicada.

Adigdes continuadas do solvente empurram as moléculas do seluto em uma série continua de
transferéncias entre as fases mavel e estacionéria. Vislo que a movimentacio do soluto s pode
ocorrer na fase movel, a taxa na qual o soluto migra depende do intervalo de tempo que cle
permancce na lase movel. Tsse infervalo é curto, para solutos com alla afinidade pela fase
eslaciondria. e longo, para solutos com alta reten¢do na fase movel. Nos casos ideais. as diferencas
nas faxas de migragao for¢am os componentes de uma mistura a se separar em bandas. distribuidas
ao longo da coluna. O isolamenlo das bandas separadas é consegiido alravés da passagem do
solvente. em quaniidade sufliciente para for¢ar cada banda para fora da coluna. onde as fra¢ées serdo
coletadas em recipiente adequado.

Nos aparelhos comercializados. um detector cle concentragio € colocado no final da coluna e
scu sinal é lan¢ado em gréfico. como funcgio do tempo necessario para a migracdo. Obtém-se entido
uma figura com virios picos de tempo, estratificados de acordo com a distancia percorrida ao longo
da coluna. A posi¢io dos picos. tendo o fempo de migragdo na abeissa. pode servir para identificar
os componentes da amostra. As dreas abaixo dos picos, endo a distdncia percorrida na ahcissa.
fornecem uma medida quantitativa de cada componente.

6.3.2. Cromatogralia de Afinidade

Os procedimentos para purificacao de proteinas passaram a ter maijor rendimento com o uso
da cromatografia de afinidade (Cuatrecasas & Christian. 1971). que explora a habilidade desses
compostos em se associar de maneira especifica. porém reversivel. com substincias ligantes.
Basicamenle, a coluna é preparada alravés da indugdo de Tigagdo covalente entre sua matriz (ou leito)
¢ um ligante, especifico para a substincia a ser separada. Apos aplicada a amostra, a substancia de
interesse (icard retida ao ligante. enquanto os demais componentes irdo passar normalmente através
da coluna. A retengao ocotre em propor¢do a afinidade existente entre o ligante e a subsidncia que
estd sendo separada.

A substancia adsorvida serd depois eluida, ao se alterar o solvente usado. para provocar
dissociacio. A técnica pade ser usada. com escolha dos adsorventes adequados, para purificar
enzimas. anticorpos. acidos nucléicos. proteinas de ligagao de vitaminas. cstruturas veceptoras de
hormdnios e peptideos de sinlese organica. Os seguinies pontos podem ser enlatizados no processo:

e O gel acoplado deve ser lavado (ex. solu¢do aquosa dc dimetil formamida 507 v/v)
exaustivamente. para remogéo do material sem ligagdo covalente.

e T2 necessdrio um mélodo para determinar a quantidade de malerial preso ao suporte sélido. Fx.:
determinacio do ligante liberado (absorbancia. marcadores radioativos, andlise de aminodcidos.
etc.) em seqiiéncia a uma hidrolise acida ou alcalina.

o As condigaes de eluicdio obedecem as propriedades da proleina a ser isolada. Sem alteracoes. a
proleina adsorvida é obtida em concentragoes diluidas. Na maioria dos casos, € necessario
alterar-se o ptl. a for¢a idnica ou a temperatura do tampao.
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Para o suporle da fase eslaciondria sdlida. embora os derivados de celulose possam ser
vantajosos em alguns casos (ex. nucleotideos). seu cardfer {ibroso e desuniforme impede a penetragao
adequada de moléculas protéicas maiores. Polimeros altamente hidrofdbicos. como o poliestireno.
apresentam péssima comunicagio enfre as fases solida e aquosa. Por isso, predomina o uso de
polimeros de polissacarideos hidrofilicos. tais como o Sephadex. que apresentam as seguintes
vantagens: (a) interacdo fraca com as proleinas em geral. minimizando a adsorgdo nao especifica: (b)
boas propriedades de fluxo. que sdo retidas apos a ligacio e (¢) grupos quimicos que podem ser
ativados ou modificados, sob condi¢des que nido afetam a matriz de separagdo. Atualmenic. derivados
perolizados de agarose 1#m sido intensamente usados. por salisfazercm, praticamente. fodas as
propriedades de um adsorvente ideal.

6.3.3. Cromatogralia de Troca 1dnica

Fssa modalidade apresenta alta resolugdo. sendo til no fracionamento de campostos
biologicos similares a partir de diferencas nas cargas dos solutos. Para isso. sio empregados
permufadores idnicos. (ais como o CM., DEAE, SP e QAL os quais sdo insoltveis. Ao adicionar a
amostra em wma coluna catiénica. os cations ficardo retidos. enquanto as subs(ncias com cargas
negativa ou neulras irdo passar liviemente. Em seguida. estes cdtions sdo removidaos. pela adigao de
um eluente com maior for¢a idnica ou diferenle pll. Trocadores com carga positiva recebem anions e
sdo chamados de trocadores anidnicos. Aqueles com carga negaliva recebem citions ¢ sdo chamados
de trocadores calidnicos.

QO fracionamento por iroca anidnica ¢ oblido por adsor¢io reversa. geralmenie em dois
estadios principais. O primeiro consiste na aplicacdo e adsor¢ao da amosira, em que substancias nio
ligadas podem ser forqadas para fora da coluna pela inje¢io do tampdo inicial. em volume idéntico ao
da coluna. O segundo envolve a eluicdo de substancias fracionadas com basc nas diferengas de
afinidade que elas apresentam pelo trocador anionico empregado. Essa alinidade (ou seja. variagao
na carga negativa). pode ser controlada. variando-se o pll e a for¢a idnica do eluenle. Visto que os
composios hiologicos apresentam grandes diferengas em suas propriedades de carga ¢ o método tem
alta sensihilidade. até mesmo duas proteinas diferindo apenas por um unico aminoacido podem ser
scparadas.

6.3.4. Cromatogralia de Adsor¢io em 1.eito Fxpandido

Uma solu¢lio promissora para os problemas de se aplicar amostras contendo particulas em
um leito comprimido € o uso de leitos expandidos. ou fluidisados (figura }). conforme proposto por
Chase (1994). Quando um liquido é bombeado. de baixo para cima. alravés de um leilo de pérolas
adsorventes (ue nio sofre restricdo de adaptadores de fluxo apicais. csse leito poade se expandir,
abrindo espagos entre as pérolas.

Visto que as propriedades fisicas do leilo e das particulas presentes na solu¢do-csloque
contendo a amostra diferem significativamente, essas particulas podem entio passar liviemente,
através dos espagos criados. sem serem capturadas. Uma velocidade minima do liquido é necessaria.
antes que o Jeito comece a se expandir. Todavia, os espacos enlre as pérolas aumenian.
posteriormente. 3 medida que a velocidade de passagem do liquido aumenta. Quando o Ieito estiver
com o dobro da allura original. as particulas passardo. enquanio o adsorvenic serd relido. A
velocidade de passagem possui um maximo, para ¢ue o liquido nao carregue as pérolas tamhém.
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FIGURA 3. Comparagdo entre um leito comprimido (A) e um expandido (B). cstavel. Os didmetros
das pérolas adsorventes e sua distribui¢iio estdo fora de propor¢do. para clareza
(adaplado de Chase, 1994).

Como alternaliva. o fluxo de inje¢do do lampdo e da amostra podem ser controlados
individualmente, por meio de bombas separadas (Hansson et al.. 1994). Nesse caso. eles poderio ser
aplicados em mistura. ou em separado. a um fluxo constante. A compressio do adaptador superior
lor¢a a eluigdo.

6.4. Cromatograflia em Papel

Neste métlodo, uma ftira de papel-filiro substifui a coluna com a fase sélida comprimida. Um
solvente orgdnico parcialmente miscivel com a dgua (ex. n-butanol) corrc na fase sélida. de cima
para baixo ou de baixo para cima. por capilaridade. No processo, efe carrega consigo a classe de
compostos da amostra, separando os componentes de acordo com sua solubilidade no solvente.
Quando a frenle do solvente se aproxima do final do papel, ela é removida e o papel colocado para
secar. Na revela¢do. os componentes individuais sao identificados, através da comparagdo com
padroes submetidos a condigdes de corrida idénticas.

Na cromalografia descendente em papel (Chase & Rabinowitz. 1970). faz-se uma pequena
marca a lapis (linha de largada) na ponta de uma tira de papel-filtro. Uma pequena aliquota da
solugdo conlendo os compostos a serem separados é aplicada nessa marca e deixada evaporar (figura
4). A tira de papel é entdo pendurada denfro de um t1anque de cromatografia. ficando apoiada. na
extremidade superior. por uma caiha contendo solvente. Um bastao de vidro é usado como
contrapeso, para impedir que o papel escorregue da calha. O solvente é derramado na calha e uma
pequena quantidade no fanque. O tanque € selado para prevenir evaporagdo do solvente. A fiente do
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solvente € acompanhada. & medida que desce pela fira de papel, e o processo é interrompido aples
que a frente atinja a extremidade inferior da tira. A tira ¢ entdo removida e a posi¢ao da frente do
solvente é imediatamente marcada, antes que evapore. A tira é. a seguir. pendurada para secar.

Se a escolha de solvenles e o método de coloragdo forem adequados, os composlos licardo
visiveis, em posicoes diferentes ao longo da fira de papel. (Caso os pontos sejam incolores. suas

posigdes poderdo. geralimente. ser deferminadas por exame sob UV,
O valor de Ry pode auxiliar na identificacdo do composto. Em cromatografia. ele é delinido

como a razdo entre a distancia d. . percorrida pelo composto. e a distancia d, . percorrida pela frente

do solvente. o seja:

d.

Re=-

Na cromatogralia ascendente em papel. o solvente é colocado no fundo do tanque e a tira de
papel ¢ apoiada de 1al forma. que sua ponta inferior lique mergulhada no solvente. A linha de
largada ¢ marcada na hase da tira (vide exemplo no capitulo 11, item 11.5.).

Bawra de vidro E
N :
agé— >
A - .
| ¢—x— Linha de

{ ¢« Tanque de vidro T
o para cromatografia d
Calba o i

largada

Codg
0 ¢t-——— Compostno A

{ snlvente
! ¢4 Vistalateral do o ¢|——|— Composto B

papel de filtro
e | ¢ Trente do

solvente

e >

O SR — =¥ 20—
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FIGURA 4. Diagrama da cromatografia descendente em papel. em que: d, = distancia percorrida pelo
composto ¢ d; = distancia percorrida pela frente do solvente (adaptado de Chase &

Rabinowitz, 1970).
6.5, Cromatografia de Camada Fina (T1.C)

Nesla I¢cnica. a cromalografia € conduzida em camadas abertas de maieriais adsorventes.
apoiados sobre placas de vidro (vide Touchstone. 1992). O método possui diversas vantagens sobre a
cromatograflia em papel. a saber:

Separagao répida: manchas com boa resolugio sdo obtidas entre 5 ¢ 60 minutos de corrida.
dependendo do - grau de complexidade do composto a ser separado. A maior velocidade, em
comparagao com a cromatografia em papel. se deve & maior compacidade da fasc s6lida.

* Maiorresolugio. podendo-se separar um maior nimero de COMPOSIOS,
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» Maior capacidade: amostras contendo até 100 mg da substincia de interesse podem ser separadas.
tornando o método apropriado para fracionamentos.
» Alfasensibilidade: compostos presentes na amplitude de nanogramas podem ser separados.

As camadas adsorvenles sdo obtidas com o preparo de uma paslia (luida e subseqiicnic
aplicagdo da mesma. em camadas de cspessura uniforme. sobic as placas de vidro, O solvente mais
comum ¢ a dgua destilada. Normalmente. vérias placas sdo preparadas de uma vez. sobre uma
handeja rasa. A aplicagiio da pasta fluida é feila com espalhadores. especialmente projelados para
controlar a espessura, ou com horrifagdes. O uso de ar comprimido, minutos apés a aplicagdo «a
pasta fMuida. permile gne as camadas finas se assentem. antes que as placas possam ser manuseacdas.
Suporles para armazenagem de varias placas podem ser usados para proteger as placas. mesmo
durante a conducio da cromatografia. Neslte mélodo, a separacio também se hascia na parli¢do
liqquida liquido dos compostos.
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7. ELETROFORESE DE PROTEINAS EM GEL DE POLIACRITLAMIDA

CUIDADOS

» Aacrilamida e a bisacrilamida sdo toxinas de penclragio culinea. Use luvas.

* Armazene a solugiio de SDS em vidro ambar. a 0°C,

* O preparo das amostras € importante para se obler separacao precisa com base no PM. O
tratamento a ser aplicado na amostra tem de destruir estrutiras protéicas secundirias ou
fercifrias, para que clas niio alterem a migragdo das proteinas na acrilamida,

o T: crucial que o preparo das amosiras solubilize ¢ desnalure as proteinas. dissocie os |
polipeplideos e reduza as ligagdes bissulfidicas. Essas metas sdo alcang¢adas por meio da
combinagao do uso de SDS. um agente redutor e calor,

7.1 Introdugio

A eletroforese baseia-se na migracao de moléculas em resposta a aplicagio de um campo
elétrico, produzindo bandas separadas por PM. densidade ou carga elétrica. A revelacio das bandas ¢
feila com corantes. mostrando tamanho. intensidade da cor e distancia do ponlo de aplicagio. os
quais sio usados para comparar as amostras. FEsse principio vem sendo amplamente ufilizado para o
csludo de profeinas nativas e desnaturadas (Weber & Oshorn. 1975).

Fxistem vdrias 1écnicas de eletroforese para a caracterizagio de proteinas (ex. Hames &
Rickwood 1990, Allenas et al. 1991 e Patel 1994). Todavia. o fracionamento dc proleinas
desnaturadas em géis verficais de SDS-PAGE ¢ a (écnica preferivel, dada a rapidez. alta resolugdo e
lacilidade de uso. Neste capitulo. é descrita uma adaptacao do método de Lacmmli (1970,

7.2. Fundamento

0O abjetivo do método é a separacdo de profeinas presenies em misturas complexas.
Inicialmente. a amostra é desnaturada por aquecimento. na presenga de SIS ¢ um agente redwior, O
SDS ¢ usado para envolver as moléculas proléicas. enriquecendo-as com cargas ncgativas. ¢m
propor¢do ao comprimento da molécula. Visto que a carga negativa induzida pelo SDS ¢ de grande
magnitude. a separacdo priméaria ocorre com base no PM. A elevada resolucdo das bandas reveladas
¢ obtida pelo uso de um sistema descontinuo de géis. o qual possui uma camada de gel de
concentracio e outra para a separacio das bandas (gel de corrida). Fisses dois géis podem diferir na
concentracao de sais. no pll. na conceniragio de acrilamida. ou na comhinagdo desses latores.

Durante a corrida, as profeinas sio separadas pela carga clélrica e pela sua retengio nos
poros do gcl. Isso permite o uso de géis em gradicnte de concentragdo de acrilamida. em que uma
amplitude maior de PMs pode ser separada. A cstimaliva do M € conseguida pelo uso. cm cada gel.
de marcadores de peso molecular. disponiveis comercialmente.,

Além da separacdo de componentes proiéicos pelo tamanho. a SNS-PAGE € utilizada para a
estimativa do grau dc purcza de uma proleina em uma solucdo, para a purificagdo de espécics
protéicas por outros processos e para o fracionamento de misturas de proteinas (ex. transferéncia
para outra mairiz). antes de se iniciar um Wesrern blor. Fm geral. os méiodos ndo apresentam grande
variagao enire aplicacoes e qualquer dos diferentes relatos disponiveis na literatura ird propiciar
resulfacos accitiveis.




METODOS ANALITICOS € LABORATORIAIS EM FISIOLQGIA VEGETAIL

7.3. Lxtraciio e Preparo das Amostras

A.

D.

Triture 1 g de segmentos basais foliares em gral de porcelana a 4°C contendo 5 ml. de tampio
PEB 20 mM pli 3.0

. Separe o extrato protéico ([iltra¢do ou centrifugagdo a 5.000 x g, por 10-15 min. a 4° ().
. Delermine o teor de proteina de cada amostra pelo método de Lowry (vide capitulo 8).

Adicione dois volumes de tampdo da amostra (ilem 7.8.) e incube a mistura em banho-maria
(temperatura > 95°C) por 2-5 min. Agite a amostra em vorfex anfes, duranle e apos o fratamento
de calor,

7.4, Procedimento Tipico

A,
R

L.

M.

7.5

Prepare as solugdes-estoque de poliacrilamida e tampdo de corrida (itens 7.7.1. e 7.7.2.).

. Lave as placas de vidro para montagem do gel com sabfio neulro. Fnxagiie exaustivamente com

dgua destilada. Deixe-as secar & temperatura ambiente. Nio toque na superficie das placas de
vidro: procure manusef-las pelas bordas. Caso necessério. use éter sulflrico e etanol.

. Monte o molde do gel (em geral. 16 cm x 16 cm), wilizando os espacadores e prendedores, sobre

superficie plana. Posicione 0 molde sobre o suporte. prendendo-o com os pinos.

. Aplique. opcionalmente. um gel de vedagdo (item 7.9.) alé & altura de. aproximadamente, { cm, e

espere o mesmo polimerizar (cerca de 20 min). verificando se estd ocorrendo vazamenio na base.
Caso afirmativo. o molde tem de ser monltado outra vez.

. Coloque o gel de corrida (item 7.9.). imediatamente apds o preparo. até uma altura previamente

definida (geralmente. | cm abaixo da altura onde estardo os fundos dos pogos para amostra).
Coloque dgua ou n-butanol sobre o gel de corrida, para promover a polimerizagéo.

. Retire a Agua. apds cerca de 45 min. Aplique o gel de concentragiio (item 7.9.) e encaixe o pente.

NAo deixe formar bolhas. Remova o pente. apés cerca de 20 min.

. Encaixe o adaptador de horracha sobre as duas placas e, em seguida. o recipiente do tampio

superior. fixando-o firmemente com os pinos laterais.

Coloque o lampio de corrida (ilem 7.7.2.) no recipicnie superior ¢. em scguida, no inferior e
transfira as placas para a posicdo definitiva. Incline o recipiente, para evitar a formaciio de bolhas
sob os dois géis. A

Padronize o tcor proléico das aliquotas das amosiras em 20 pg. Caso alguma amostra esteja
diluida. concentre o nivel protéico por precipitacio em TCA e subseqiientc ressuspensio no
tampdo da amostra. Para isso. adicione TCA até a concentracio de [0% (p/v). manienha a 4°C
por 5 min, cenlrifugue e lave o sedimento protéico com acetona a 4°C,

- Aplique as amostras com micropipeta. da esquerda para direita. Use o primeiro pogo para

aplica¢do dos marcadores de PM (item 7.11.). Tente ser rapido e. ao mesmo tempo. preciso. para
minimizar difusdo das amosiras.

Conecte os polos positivo (+1 vermelho) e negativo (-3 preto) da fonte de energia nas posigdes
correspondentes no topo do suporte dos géis. Ligue a fonte de energia e conduza a eletroforese.
ohservando os delalhes do item 7.7.

Desligue a fonte de energia, remova o suporte contendo os géis e transfira 0s mesmos para o
recipiente de coloragio (item 7.10.).

. Uso de Circidagho Para Controle de Temperatura ou pil
Normalmenie. a corrida € feita em (emperatura ambiente. Alguns sistemas podem ser conectados

a um banho-maria com circulacdo de fgua, para manuien¢ao da temperatura. Isso € imporfanie.
porque a resisténcia dos poros do gel & passagem dos fragmentos de proteina gera calor. O



 FLEIROrORESE DE NROTEINAS EAl GEL DE POUIACRILAMIDA 35

aquecimento aumenta diretamente com a concenfragio da poliacrilamida. podendo causar perda

de resolugdo. I

woisso. em alguns métodos. a corrida ocorre abaixo da temperatura ambiente.

Todavia. lemperaturas < 10°C inibem a mobilidade das prolcinas. estendendo a duragido da
corrida, ¢ lendem a precipitar o SDS.

e Dara corridas longas ou necessidade critica de controle do pll. serd necessério circular a solugio-

tampao dos eletr

7.6.

-

odos. através do uso de bomba peristaltica.

Madulo de Operaciio e Durvacio da Corrida

= A escolha do modo de operagio depende se o sistema de tampao é continuo ou descontinuo., No
conlinuo. as mudangas na resisiéncia do gel sdo pequenas e o modo de operagdo ndo € critico. No

descontinuo, toc
constanfe, que
solugdo-lampao
ambicnte. tendel

Vollagem Constant

Corrente Constante

lavia, ocorrem aumentos na resisténcia. recomendando-se o uso de carrenie
permitec queda constante de voltagem no gel. independente das mudangas na
usada para os elelrodos. Fm geral. os modos de operacdo. em temperatura
N a apresentar as seguintes caracleristicas:

e (mais utilizada) Duraciio aproximada de 4 h. aplicando 75 V. até que o
corante indicador (azul de bromoflenol) atinja o gel de
corrida e 150 V a partir dessc ponto.

Duracio aproximada de 8 h. aplicando 40 mA (pava dois
géis) ou 20 mA (para um gel). alé que a frente alinja o
_gcl de corrida ¢ 80 ou 40 mA a partir desse ponto.

Ajustes na Fonte de Tinergia e Marque o tempo para a corrida.

e FEscolha a amplitude de corrente desejada.

*  Selecione a corrente descjada c o limite de voltagent.

7.7. Solugnes-listoque

7.7.1. Poliacrilamida

Solucao A: Acrilamida 29.2 ¢
N.N"- metileno-hisacrilamida ORg
/‘\g_ua Destilada ¢.s.p 100 imL
Solu¢do B: | Tris fR.I5 ¢
HCT TN aié obtengdo de pll 8.8
e Agua Destifada q.s.p. 100 mL
Solugdo ¢ | Tris 0.0g
ICT TN até oblengao de pH 6.8
- AguaDestiladagsp. | 100mL
Solugdo D | SDS 10% (p/v) ]
Solugao E__| PSA 10% (piv)_ I B

reparada imediatamente anles do uso.
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7.7.2. Tampio de Corrida

| Iris-Gilicina, plIl 8,3: Tris I I P )
- Glicina (2106¢
- SDS | 2106g
Agua Destilada g.s.p. LSL ]

»  Armazene o fampio a 4°C. Para usé-lo. dilua 200 m1, em 800 ml. de dgua deslilada.

7.8. Tampio da Amostra

Tampao Tris-1IC1 0,5 M, pli=68 [ 1.0mL
Glicerol 0,8 mL
SDS a 10% (p/v) | ,6mL
| BMLE 1 04mL
Solugdo de Azul de Bromofenol 0,2% (p/v) | 0,2 mL
7.9. Preparo dos Géis
lipode Gel | Solugoes | Volume
Concentracdo | Solugdio A 322 ml
Solugdo € 5.00 ml.
SO‘UQﬁO D 200 L.
Agna 11.60 mL,
Desacre por | 15 min
Solugdo o | o0 .
- TEMED 20 Pl
Corrida Solugio A R.00 mi.
Solucio B 6.00 ml.
Solugdo D 240 pl.
Agua 9.62 ml.
Desacre por | 15 min
Solugao F. 100 pl.
TEMED 10 ul
Vedagao Solugio A 2.00 mi.
Solu¢io B £.50 mlL
Solugdo D 60l
Agua [.40 mL,
Solugdo F 25 il
TEMED 2,5 1L

“Adicionados com leve agita¢io.
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7.10.1. Coloragio pelo Azul de Coomasic (Weber & Oshorn. 1975)

Solucio Corante: Azl de Coomasie | 1.25 g
Acido Acélico 45 ml,
Metanol 225 ml,

o Agua Deslilada 225 mL

Solugao Descoranie: tanol 45 mi.,
Acido Acético 90 ml.,
Acetato de Filila SO mL,

— Agua Destilada____| 850 mL

A7

e Mergulhe os géis na solu¢do corante por cerca de 2 h e depois na solu¢ao descorante. até a
oblencio da inlensidade desejada.
7.10.2. Coloragao pela Prata (adaptado de Tunon & lohansson, 1984)
Solugao Corante: Solugdo NH,OH [4.8% (v/v) 28wl |
Solugiio de NaOIT 0.36% (p/v) 42 ml,
Solugio de AgNO, 20% . gota a gofa até ficar opalescente
- ﬂ/\g_ua_r(lgs»lirla_(rlra qQ.s.p. _1200mL
Solugio de Revelagao: Acido Citrico 15 (p/v) IEREI
Formaldeido 100 nt.,
Agua Deslilada q.s.p. 200 ml.
Solugdo FFixadora: Mclanol - ooml.
Acido Acélico 20 ml.
o | Asuabesildagsp. . |200ml |

Mergulhe os géis na solugdo coranie por 15 min e depois na solugio de revelagdo. alé obier a
coloragdo desejada. Interrompa a revelagio pela adi¢iio da solugio fixadora,

7.11. Uso do Formador de Gradientes

Vérias abordagens baseiam-se em géis de gradiente, geralmente 7-15 %. Iiles produzem alia
resoluciio de subunidades protéicas em uma grande amplilude de PM. com sensivel redugdo na
difusao e no alargamento de bandas,

) formador de gradiente € composlto por dois cilindros idénticos de acrilico. com parede espessa.
presos a um suporfe € inferconectados na base por tubulagdo de reflon. no meio da qual se silua
uma torneira. que fica fechada durante o enchimento dos cilindros ¢ aberta duranfe a formagio
do gradiente.

Um cilindro atua como reservetirio, recebendo a poliacrilamida de menor concentragio.

O oultro funciona como mistnrador, recebendo a solugio de  poliacyilamida de maior
concenlracio. O misturador possui uma safda cxterna na base. fambém controlada por uma
torncira, a qual é conectada. por tubo de fefinn. a uma bomba peristaltica e dai at¢ o topo da
montagem do gel. onde o gradiente € aplicado.

O misturacdor recebe uma barra de agitagdo magnélica. pequena o suliciente para girar scm tocar
nas paredes do cifindro.



METQDOS ANALITICOS E LABORATORIALS EAI_F_/f_/C_’%_E‘»(L//\”l/_E__GEML

O aparato deve ser colocado sobre um agitador magnético. Coloque as duas solugdes e,
rapidamente. ligue o agitador magnético. abra a torncira inferna, em scguida a externa e ligue a
homba peristaltica. Controle o fluxo através da velocidade do agilador magnético.

7.12. Marcadores de P’eso Molecular

Os seguintes marcadores (disponiveis comercialmente) sdo adequados para os procedimentos ce
Lacmmli (1970) e de Weber & Osborn (1975):

Proteina Origem I’M Obscrvagiio
—'/\-lii(‘l'ﬂ§é Carbonica | Eritrdeitos Bovinos 29.000 -

Albumina, (Ovoalbumina) | Ovos 45.000 - o
“Albumina Plasma Bovino 66.000 -

Fos(orilase BB B ‘Musculo de Cocelhos | 97.400 Subunidade
_[B-Gailaclosi(lase scherichia coli [16.000 Subuni(la_(le

Miosina | Misculo de Coelhos | 205.000 Subunidade

| Todas as 6 proteinas | - :

7.13. Andlise dos Resultados

7.13.1. Secagem de (Géis
A secagem pode ser feita por métodos A viicuo, que proporcionam rapidez. Todavia, o gel poderé
se partir. caso a selagem seja quebrada premaluramente. Geralmenle. os géis sio moniados sobre

fundo branco opaco ¢ ndio podem ser usados em retroprojetor.

7.13.2. Folografia

. Coloque o gel sobre um transiluminador e posicione uma régua de precisao no lado esquerdo. para

calcular distdncias de migra¢ao a partir da fotografia.

. TFotografe o gel. usando filme ou revelagdo cm preto e branco (melhor contrasie que a cores).
. Use f/s 32 e exposi¢do de 1/30s ou | s, para camera de revelagdo instantanea.
. Use lentes 50 mm. filme ASA/ISO 100 e exposi¢do de 1760, para camera 35 mm. Reduza o f/s em

irés posicoes (ou seja. aumente a abertura cm trés posicdes). A desvanlagem, com relagio ao
passo anlerior. ¢ o tempo demandado para a revelagdo do Tilme.

. Use filtro amarelo ou laranja e iluminaciio indireta em géis corados pelo Azul de Coomasie, para

melhorar o conlraste. Naqueles corados pela prata. ndo hi necessidade de artificios.

7122 Céleulo do Ry e Peso Molecular das Bandas

. Determine a mobilidade relativa (R,) de uma proteina no gel. dividindo sua distancia de migra¢io.

a partir do fopo do gel até o centro da banda desta proteina. pela distdncia de migragio da frente
de azul de bromaoflennl a partir do lopo do gel.

. Faga uma cuwrva de calibracdo, a partir dos marcadores de PM. colocando o logaritmo do PM

como [ungio da Ry. Vislo que é umarefa. usc a regressio na calculadora,

. Estime o PM de cada banda obfida, usando o valor da respectiva R, na regressdo ou curva de

calibragdo.
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» [ amostras marcadas com radioisdtopos. as bandas poderdo ser capturadas em filme de raio-X.
apos secagem. Geralmente, revelagies aceilaveis s6 seriio obtidas apds 6-15 b de exposi¢io.

= Ulilizando "'C. "1l ou “'S. o sinal podera ser ampliado por fuorografia (infusio de cintilante
organico no gel antes da secagem, para converter a energia emitida pelo radioisdtopo para o
campo visivel do espectro. ampliando o sinal). Nesse caso. o lempo de cxposicao (a 70°C) é

reduzido para < 6 h.

7.14. Guia Para a Soluciio de Problemas Freqiientes

o [roblema
A. Vazamento na aplicagao
da poliacrilamida no
__Suporte do gel

Causa Provavel

Solugao

Vedagio mal [cita

- Lubrifique os espagadores com
graxa de silicone ou dgua,

B. Polimerizacio incompleta
da poliacrilamida

Reagenies velhos ou de
baixa qualidade

Preparagio inadequada da
solugido de poliacrilamida
Desacragao mal feita

. Frente de comidaem
curva

. Bandas encurvadas

Superaquecimento

Condutincia desigual
Corrida muito lenta

~_voltagem.

- A acrilamida’bisacrilamida
deve ser usada alé uma
semana apos preparo.

- Use solugiio de PSA recém-
preparada.

- Misture o TEMED ¢ o PSA
uniformementc.

- Desacre as solugoes até que
ndo haja mais formagdo de
bolhas.
- Esfrie o tampio para 10-15°C.

antes de iniciar a corrida,

- Usc circulagdo de dgua dentro
do aparato de montagem do
gcl.

- Reduza a correnie ou a

voltagem.

- Idem ao item 3.

- Aumcenic a corrent(c ou

7. Bandas dilusas

Difusdo antes da corrida

Polimerizagio incompleta
A resolugdo do método,
para o tipo de proteina em
estudo. estd hbaixa

', Apds a coloracao, a lrenle
de corrida aparece como
_uma banda escura

| frente

Componenles da amostra
migraram junto com a

__corrida em volfagens menores.

- Aplique as amosiras mais
rapido e inicic logo a corrida.

- Idem ao ilem 13.

- Duplique a concentragao de
sais nos géis de concentragio e
de corrida. Todavia. conduza a

- Concentragio de acrilamida
csid baixa e deve ser

aumentada,
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8. PROTEINAS - ANALISE, QUANTITATIVA

s Ovreagente de Folin é mais eficaz em pH [0-12.

e DPara prevenir a desnaturaciio da proteina. faga as agitagoes gradualimente. evitando
formacio de espuma no padrdo ou na amostra.

s  Algumas proleinas sdo soliveis em acetona. Portanto. mantenha a acctona gelada (de
preferénciaa -57°C) e evile. tanto quanto possivel. as lavagens na lillracio.

+ O uso de tampdes para a extragdo acarrela a quanlificacdo apenas das proleinas que
sao soliveis nos tampdes utilizados.

» O branco contém todos os composlos quimicos da andlise. excelo a amosira.

= Nas exlragdes a quente. use banho-maria ou placa de aquecimento: nunca a chama
direta.

8.1. Introducio

A determinagido do nivel de proteinas é uma das andlises mais comuns em fisiologia
vegetal. Ela é usada. rotinciramente. sempre que ensaios de atividade enzimatica sio feitos ¢ a
expressan dos dados com base em unidades de proteina é ficqiieniemente a melhor maneira de
se apresentar os resultados.

Fxislem virias écnicas para se delerminar o nivel de prolcinas em plantas. Uma das
mais tradicionais é o método Kjehldal. Nesse procedimen(o. as amostras sao digeridas ¢
analisacdas  para amdnia-nitrogénio. Para o cdlculo do teor proléico. assume-se  que.
aproximadamente. 16 % da proteina total corresponde a nitrogénio. imbora nio empreguemos
esse méiado (requer equipamento proprio ¢ consome tempo). eie ¢ o preferivel. em muitas
situagdes. Peve-se ler em conta, tadavia. que cle poade produzir resultados enganosos. visto ¢ue
nitratos sdo parcialmente convertidos cm amonia.

lima diversidade de técnicas colorimétricas para andlise de profeinas csid também
disponivel na fiteratura. De um modo geral. virios desses procedimentios sao mais ripidos e
precisos do que o Kiehldal. embora também nio esiejam livres de fonles de erro. Neste capitulo.
sdo apresentados os métodos de Lowry, Biureto e Bradford. os quais sdo. talvez. os mais
amplamente em uso na atualidade. Fisses méiodos assumem que a pereentagem de aminodcidos
aromaticos presenies nas proleinas ¢ praticamenlie consiante. Esle fato. c¢m si. ¢ uma fonle de
erro. Deve-se fambém lembrar que os métodos colorimétricos em geral sdn sensiveis a fons,
tampocs ¢ mudangas no pll ou na temperatura. Por Gliimo. a clorofila e outros pigmentos
podem afelar os valores de absorbancia. Apesar dessas limilagoes. vale salientar ¢ue esses
métodos sio efelivos e justificam seu uso.

8.2. I'xtraciio a partir de Material Despigmentado
8.2.1. Méfodo da Acetona

A. Macere | g de tecido em gral de porcelana com 50 ml. de acetona a 4°C.
B. Filtre em funil de Buchner com sucgdo e lave com acelona a 4°C', caso necessdrio.
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G

8.

. Deixe o Tilirado secar em temperatura ambiente. Apds remogdo do papel-filtro. faca a

pesagem do residuo.

. Transfira o residuo para tubos de centrifugagio de polipropileno de 50 ml. ¢ adicione 10 mL
de NaO1 0.1 N e misture bem., por 15 min, dissolvendo as proteinas.

Cenlrifugue o extralo (1.000 x g em femperatura ambiente. por 10 min) ¢ transfira o
sobrenadante para um cilindro graduado de 100 mL (filtre o extrato se o sedimento ndo
estiver solido).

Trale o residuo duas vezes mais com NaOH 0.1 N centrifugue ou filire o cxtrato e colete o
sobrenadante a cada vez. em cilindro graduado. O volume [inal deve sev de 20 ml.. Caso
necessario. complete o volume com NaOH | N. Combine este sobrenadanic com aquele do
passo E.

. Use 1.0 ml.. ou outra aliquota apropriada (vide as se¢fies de preparo para a andlise) para
conduzir o método de determinaciio escolhido. Se for usar o método de Bradford. as
amostras, que esldo béisicas devido ao NaOl. 1ém de ser ncutralizadas com HCI. antes da
andlise. para nilo interferir com o reagente.

R.2.2. Método do Alcool a Quente

. Corte. aproximadamente, | g ce amostra fresca (anote 0 peso) cm pequenos pedagos.

. Submeta o material & extra¢io em 10-20 mL de etanol 805 (v/v) fervente, por 10 min.
C.
.

Deixe eslriar e descarte o alcool.

Macere o malerial com 20 ml. de etanol 80% (v/v). em gral de porcelana. Remova o etanol
por centriflugacio (500 x g em temperatura ambiente, por 5 min) ¢ extraia o residuo com
20 mL de cloroférmio-metanol 2:1 (v/v) trés vezes, em hanho-maria a S0°C, durante um
periodo maximo de 30 min. para remover os lipidios.

. Refire a solugdo clorofdrmio-metanol por cenirifugacdo (1.000 x ¢ em temperatura

ambicnte. por 5 min). apds cada extragao.
Solubilize as prolcinas com 5 mi, de NaOH 0.1 N em temperalura ambicnle. duranie 5 min,
por duas vezes. Fm cada uma delas. centrifugue a amosira (500 x g em temperatura
ambiente. por 5 min) ¢ recolha o sobrenadante.

. Anole o volume dos sobrenadantes combinados ¢ inicie a determinagio do teor protéico.

3. Ixtragio sent Interferéncia da Clorofila
Lste procedimento é uma adaptagdo do método proposto por Eze & Dumbrofll (1982):
. Adicione 10 mL de NaOIT 0.1 M a 50 mg de tecido desidratado ¢ moido. Deixe exirair por

12 h. Lave, opcionalmente. a amostra com acetona 80% (v/v). para rcmover os pigmentos,
antes de iniciar a extracdo (para aumentar o rendimento).

. Centrifugue o material (2.000 x ¢ em temperatura ambiente. por 20 min) ¢ coleic o

sobrenadante.

. Adicione 10 ml. e NaOIT 0.1 M ao sedimento e deixe extrair por 3 h. Cenfrifugue a

amosira como no item anterior e colete o sobrenadante.
. Combine os sobrenadantes das extragdes de 12 ¢ 3 h ¢ misture com 20 ml, de TCA 1057
(vivya 2°C.

. Deixe a mistura repousar por 12 h. Centrifugue o malerial (1.000 x g em {cmperatura

ambiente. por I5 min). para sedimentar as prolcinas precipitadas pelo TCA.

. Dissolva o extrato ecm NaOIH 0.1 M e faca a determinacio pelo método de Lowry (700 nm)

ou Bradford (§95 nm). Prepare a curva padrao com BSA ou BGG.
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8.4, Ixtraciio Para Andlise Direta

A. Macere cerca de 1 g de lecido fresco a 4'C (ou scja. em banho de gelo) em gral de poreelana
confendo 10 ml. de tampdo fosfato ou Tris 0,1 N (pH 6.8).

B. Cenlrilugue o exirato (1.000 x g em (emperalura ambicnle. por [0 min) e colele o
sobrenadante,

C. Trate o csedimento uma vez mais com tampao e centrifugue, coletando o sobrenadante.

1. Combine os sobrenadanies. anote o volume linal e inicie a delerminagio.

OBSERVACAO

»  Quando se analisa uma solugdo protéica pela primeira vez, nem sempre sc consegue
atingir a amplitude adequada para o método colorimélirico. Uma saida é usar tiés
concentragdes diferentes da solugdo protéica. Como exemplo. pode-se usar: o cxtrato
scm dilui¢io. uma amostra diluida qualro vezes e outra dez verzes.

e (Com esse artificio. € mais provavel que se atinja a amplitude de absorbincia do método
colorimétrico do que a utilizacdo de trés ou mais repeti¢dcs da mesma concentragio.
I.embre-se de que a dilui¢io é feita com NaOIT 0,1 N.

8.5, Determinacéio pelo Método de Lowry

s [Fssa léenica ¢ uma modilicaciio de Peterson (1979) para o métado de Lowry ct al. (1951).

R.5.1. Procedimento

A. Prepare cinco tubos com as proporedes do padrao de proteina (RSA. a 0.5 mg.nl,'  NaOH
IN ). mostrados na tabela 2. e faga a leitura no espectrofotdmelro a 750 nm. comeg¢ando pelo
padrao de menor concentragio.

OBSERVACAO

» () padrio sugerido para o método de Lowry ¢ na realidade soro humano. diluido de 100
a 1.000 vezes. Alguns 1&ém relalado o falo de que solugdes diluidas de BSA lendem a
soflrer desnaturagio de superficie, sendo portanto. padrdes pobres. Apesar disso. a BSA
¢ o padrio mais utilizado.

e No mélodo de Lowry. as leituras sido feitas a 750 nim para baixas concentragdes de
profeinas na amostra. Para sofugdes mais concentradas, as leifuras podem ser feitas em
outros comprimentos de onda. tais como 660 ou 500 nm.

R. Coloque cada am dos padides de proteina e o branco em fubos de ensaio de [0 mlL., para
obter as misluras do passo anterior. Alinhe os fubos em um suporie. de maneira que 0s
reagentes possam ser adicionados em seqiiéncia. Agiie o fubo ap6s cada adigio.
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TABELA 2. Volumes de padrio (0.5 mg de BSA.m1." NaOIl | N). respectivas quantidades de

proteina e exemplos de leitura da 12,00 para o mélodo de Lowry.

Jubo N Volume de Padrio NaOH 0.1 N Proleina (ue.ml') 0.0, a 750 m

1 oml. 0.0 50 0.99

2 0.8 ml, 0.2 ml, 40 0.86

3 0.5ml. 0.5 ml, 25 0.60

4 0.3 ml. 0.7 ml. 15 0.41

5 0,1 mL 09 mL 5 0,18
Branco - 1,0 mL .= 0,00

“Exemplos de D.0. obtidas em laboratério.

C.

Adicione 6 ml. de tartarato cuprico alcalino. Mcxa e agile imedialamente. Faca a série
completa e tubos em ordem e em rapida sucessao. Apds fazer a Ghiima adigio. espere por
10 min. Atue com rapidez, pois o reagente so 6 efetivo por um curto periodo de tempo.

D. Adicione 0.6 ml. do reagente de Folin € misture. Tenle ser o mais constanle possivel nesse
procedimento. Um misturador vorfex podera ser utilizado. Deixe em repouso por 30 min.

I, Determine a absorbancia a 750 nm, contra o branco conlendo todos os reagenies utilizados.
menos a proleina. Lembre-se de que a coloracio desaparece apos 1 I

. Faca a curva padriio, tendo as Ieituras da 1D.0. como funcdo da concentracdo de proteinas no
padrido. Normaimente. a curva padrdo € composia de duas porgdes lincares. Provavelmente,
uma curva serd observada entre 120 e 200 pg de proteina. Uma regressao poderd ser feita.
desde que a amplitude esleja em uma das porgdes lineares.

Gi. Taga. a seguir. as deferminagdces. ulilizando suas amosiras no lugar do padrio de BSA. Faga
a leitura a 750 nm e oblenha. a partiv da D.O. de cada amostra. o respectivo valor de
concenlracdo gle profeinas na curva padrdo ou na equagio de regressio da calenladora,

8.5.2. Reagentes
A. Carbonato de sodio 29% (p/vy em NaOH O IN Adicione 200 mg de NayCOw ¢ 4 mg de NaOll
para cada liro de solugio. Mantenha g
solugho bem lechada cm garrala tapada com
rolha de borracha (ndo use tampa de vidro).

B. Solugdo de tartarato de sddio ¢ potdssio 2% (p/v) | Prepare semanahnente ¢ nantenha a 4°C.

C. CuSOLS1L0 a 1% (piv) o

D. Reagente Folin-Ciocalteu | N Esle reagente (disponivel comercialimenie) ¢

uma misiura de dcido Toslotungsiénico com
foslfomolibdico, Caso necessdrio. o reagenle
pode ser diluido para 1 N pouco anies de ser
ulilizado. A normalidade da solugio-estoque
pode  ser determinada pela titulagao  de
N - Tfenolftaleina com padrdio de NaOI .
E. Tartarato caprico alcalino Fssa mistura deve ser pr(‘pznzl‘d:Tmum anles

de ser utilizada, aravés da misiura dos
reagenies AL B e O, na ordem. ¢ nas seguinies
propor¢oes

A 6O ml. de A

h 0.6ml de B e

€) 0,6 ml de €
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8.6. Determinacio pelo Método do Binreto

» [isle mélodo loi proposlio por Gornall et al, (1949).

A. Prepare uma curva padrio ou equagdo de regressio na calculadora. utilizando o reagenie de
Biurelo. O esloque do padrdo deve ser de 5 mg BSA.ml," NaOH | N,

R. Prepare seis tubos com as concentragdes de BSA apresentadas na tabela 3.

TABELA 3. Volumes de padrio (0.5 mg de BSA.mL." NaOIT | N). respectivas quantidades de
proteina e exemplos de leitura da D.O.. para o mélodo do Biuicto,

Tubo Volume de Pn(ll‘ﬁg NaOH O,I N Proicina (pg.ml;') D.0. a 555 nm

| 1.0ml. 0.0 ml, 50 0.52

2 0.75 ml. 0.25 mlL. 7.5 0.7

2 0.50 ml. 0.50 ml. 25 0.25

4 0.45 ml. 0.55 mi. 22.5 0.22

5 0.25 ml. 0.75 mL 12.5 0,11

6 0l mL 0,9 mL 5 hox
Branco 0,0 mL 1LOmL o0 0,00

" Exemplo de resultados obfidos em laboratdrio,

(. Adicione 1.5 ml. do reagente Biureto a 1.0 ml. de amostra de proteina.

D. Misture ¢ deixe repousar por 30 min em (emperatura amhiente. FFaca entilo a leitura da 1.0,
as555 nm.

I, TFaca o grafico de leituras de 1.0, x concentracdo de proteina. O branco é composio de
reagente de Biurelo e NaOI1 0.1 N,

IF. Para a lcitura das amosiras. use aliquota de 1.0 ml.. faca a leitura e oblenha o valor a partir
da curva padrdo ou regressdo na calculadora.

G. Prepare o reagente de Biureto da seguinte forma:
a) Dissolva 9 mg de tarlaralo de sddio e potassio em 400 mI, de NaOT1 0.2 N.
DY Adicione. em seguida. 3 mg de CuSO, 5O em po bem fino ¢ deixe dissolver.
¢) Por tltimo. adicione 5.0 mg de indecto de potassio (K1) e traga o volume para | .. com

NaOIT 0.2 N livie de COs.

8.7. Determinagiio pelo Método de Bradford (1976)
8.7.1. Preparo do Reagente
A. Dilua uma parte do corante (azul de Coomasie) concentrado cm quatro partes de dgua.

R. Filtre em papel tipo Whatman N” | ¢ armazene em temperatura ambiente.
C. Descarle a solugdo apds duas semanas.

CUIDADOS

o () corante concenlrado contém acido fosforico ¢ metanol. devendo ser manuscado
com cuidado.
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A
B

C
D
=

8.7.2. Preparo da Curva Padréo

. Prepare padrdes de proteina, variando de 0,2 a 1.0 mg de BSA.mL" de dgua destilada.

. Transfira 0.1 ml. de cada uma das concentragoes do padrdo para diferentes tubos de ensaio.
. Dispense 5.0 ml. da solugao diluida de azul de Coomasie em cada tubo.

. Agite ou aplique vortex, evitando formagiio excessiva de espuma.

.. Espere de 5 a 60 min e fac¢a a leitura dos padrdes. contra o branco apropriado. a 595 nm.

F. Taga o gréfico (ou regressdo na calculadora) da D.O. em fungio de pig de proteinas.

8.8. Determinaciio Pelo Método de Bradford Modificado

e Apesar de sua rapidez e simplicidade, o método de Bradford tem sido criticado pela sua
dependéncia. em termos de sensitividade. & natureza da proteina usada como padraon (Van
Wilgenburg et al., 1981). Visando resolver esse problema, Appenroth & Augsten (1987)
apresentaram esta modificagdo.

A. Dissolva 60 mg de corante Acid Blue (disponivel comercialmente; corresponde a (00 mg de
azul de Coomasie) em 50 mL. de etanol absoluto, com agila¢do por vérias horas. A agitagao
deve ser vigorosa, porém sem formagio de espuma.

B. Tiltre a solug¢do, com exatamenie 100 mL de H:PO3 85% (p/p). Adicione 1 L de dgua,

C. Deixe repousar alé o dia seguinte. Entdo. ajuste a concentragdo do corante para uma
absorbancia de 0,30 a 550 nm (eixo 6tico 0.5 cm: concentragio final = 0.005 %).

D. Adicione | mL de solugdo de SDS 3.003% (p/v) a 1.000 mL da solugdo do coranle
(concentragio final do SDS = 0,003 %, p/v).

E. Misture | mL de solugdo de proteina com 2 mL desse reagente (passo D.).

. Taca a leitura (595 nm) em cubeta de vidro. contra um branco contendo dgua. apds 10-60
min. Cada amostra deve ler. pelo menos, t1és repeticoes.

G. TFaga a curva padrdo. ou cquagdo de regressdo na calculadora, com a absorbancia
(conjugacio do corante) em fungdo de concentragdes conhecidas de BSA.

OBSERVACAO
e Por nédo depender da natureza da proteina padrdo. este método permite que se faca a
hidrdlise das proteinas com HCI 6 M e andlise quantitativa de aminoécidos, pela soma
da quantidade total de residuos de aminoécidos.
8.9. Iistudos de Interferéncia
e Os méiodos de Lowty. Biurelo e Bradford eslio sujeilos & interferéncia por uma variedade
de reagentes comuns (vide exemplos na tabela 4). A corre¢do é normalmente feita usando
brancos apropriados.

[ ]

Para estudar o problema, faga o seguinle ensaio: reaja | mL de tampdo Tris 0.1 N pH 6,8
com os reagentes usados no método de L.owry e compare com um branco de NaOH 0,1 N,
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8.10. Consideracoes Sobre os Métodos de Determinagéio

O Biureto é cerca de 100 vezes menos sensivel do que o Lowry.

O Lowry é mais dependente no tipo de proteina utilizada no padrio.

Ambos 0s métodos estdo sujeitos a interferéncia por diversas substincias, causando varia¢do
entre deferminagoes.

lons amoniacais causam interferéncia na reagio do Biurefo e o NaOIH pode nio neufralizar
fodo o sulfato de amdnio.

A reagdo do cobre alcalino e a reagdo de Biureto ndo sdo estritamente proporcionais.
Também. para diferentes proteinas, a intensidade de cor do Biureto nio é diretamente
proporcional ao incremento de coloragdo causado pelo cobre na reagdo com o reagente de
[Folin. Com o Folin. uma quantidade muifo pequena de cobre € suficiente para proporcionar
quase que a coloragfio final. enquanto. no Biureto. as constantes de dissocia¢iio da reagdo
cobre + proteina <> cobre - profeina sdo, em geral. dez vezes maiores do que na reagdo o
Folin.

Eze & Dumbroff (1982) compararam os mélodos de Bradford e Lowry. Verificaram que a
adi¢do de clorofila aos padides protéicos comprometeu a precisdo de ambas as técnicas,
causando aumentos de 20 % (Bradford) e de 400 % (Lowry). A precipitagiio de proteinas
com TCA eliminou a interferéncia da clorofila. Melhor resultado foi oblido tratando o fecido
com acetona, anfes da extragio com o TCA, ’

Uma vez removida a inferferéncia. ambos os métodos sdo confidveis. O Bradford ¢ mais
rapido. simples ¢ sensivel. mas o Lowry propicia maior linearidade sob altas concentragiics
de proteina e maior cstabilidade da coloragdo desenvolvida.

TABELA 4. Substancias que inlerferem nos mélados de Lowry e de Rradford.

___Substancia Lowry Bradford
EDTA sim ndo
Glicerol sim nio
K* sim nio
BRME sim nao
Mg" sim nao
NaQIT O.1 N nio sim
Sacarose sim nao
Tampdo HTIPES sim nao
Tampéao Tris sim nao
Triton X100 nio sim
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CUIDADOS

¢ Conforme a espécie em estudo, pode ser que o extrato de aminoacidos tenha e ser diluico.

9.1. Introducio

A separa¢do e estimativa do teor de aminodcidos, a partir de extratos diretos ou de
hidrolisados de proteinas, sdo muito utilizadas na pesquisa fisiolégica. Por exemplo, a reagdo de
6rgdos da planta ao ferimento ou estresse provoca a sintese de proteinas, podendo entao ser
caracterizada pela composi¢do dos aminoacidos produzidos.

Existe uma grande diversidade de métodos na literatura para a determinagdo de aminoécicos.
com variados graus de especificidade, e o leitor deve consultar artigos especializados, caso necessite
conduzir estudos minuciosos. Todavia, os fundamentos da maioria das abordagens ainda sio os
mesmos utilizados originalmente, no final da década de 40.

No presente capitulo, a andlise quantitativa e qualitativa de aminoécidos € apresentada. com
base nas abordagens mais simples encontradas em diversos relatos. Apesar de alguns autores
escolherem a modificagdo proposta por Rosen (1957), o método quantitativo de Moore & Stein
(1948) é descrito, dada sua grande utilizagdo. As andlises qualitativas sdo, geralmente, conduzidas
por meio de separagBes cromatogréificas bidimensionais, tanto em papel quanto em camada fina
(celulose, silica gel G ou misturas de ambas). A cromatografia de papel é imais conveniente. pela
maior facilidade de preparo, possibilidade de aplicagdo direta dos extratos alcoblicos vegetais no
papel e insensibilidade aos sais e aglcares presentes no extrato, sendo, portanto, o método aqui
descrito. '

9.2. Extracdo de Aminoacidos
9.2.1. Etanol 809 (v/v)

A. Triture 2 g MV em gral de porcelana, na presenga de etanol 80 % (v/v) a 4°C e 0,5 g de areia
quartzosa, durante cerca de 5 min.

. Faga duas extragdes do homogeneizado com etanol 80% (v/v) a 80°C. Espere a suspensdo esfriar.

. Adicione | volume de cloroférimio e 0,5 volume de dgua destilada, para remog¢do dos pigmentos.

. Centrifugue a mistura 1.000 x g em temperatura ambiente. por 15 min. A camada de cloroférmio.
com os pigmentos, estard no fundo do tubo; a fragdo de etanol com os aminoécidos estara no topo.
Conserve a camada de aminoécidos e descarte a de clorof6rmio.

E. Complete o volume da camada de amino4cidos para um valor conhecido. Tome uma aliquota de |

mL para conduzir as andlises.

onNnw

9.2.2. Metanol—Cloroférmio-Agua (MCA)

Virios autores inferem que a extra¢do com solu¢cdo MCA (12 x metanol, 5 x cloroférmio e 3 x
4gua destilada) é mais eficiente do que o etanol, apesar de ser mais trabalhosa.
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A,

B.
C.

9.3

THmOOw >

Q

. Triture 2 g de MV em gral de porcelana, na presenga de 20 mL de MCA a 4°C e 0,5 g de arcia

quartzosa, durante cerca de 5 min.

. Centrifugue o homogeneizado (1.000 x ¢ em temperatura ambiente, por 15 min) e colete o

sobrenadante. Conserve o sedimento.

. Faca a extragdo do sedimento com MCA, repetindo o passo A. Homogeneize o material com o

pildo de porcelana, a medida que fizer a extragdo.

. Centrifugue o homogeneizado, repetindo o passo B. Combine o sobrenadante obtido com aquele

obtido no passo B. Descarte o sedimento.

. Adicione 1 volume de clorof6rmio ao extrato, misture-o, € entdo adicione | volume de dgua. A

mistura resultante serd bifasica .
Centrifugue a mistura a 1.000 x g em temperatura ambiente, por 5 min (opcionalmente, use funil
de separagio).

. Descarte a camada do fundo (cloroférmio) e conserve a camada aquosa.
. Reduza o volume do extrato, utilizando vacuo a 35°C. Anote o volume final (aproximadamente,

10 mL).
Tome uma aliquota de | mL para as anélises.

9.2.3. Agua

Recentemente, De Jong & Wolswinkei (1995) testaram a seguinte extragdo com agua (epiderme
de sementes de Pistm sativum L) e obtiveram resultados similares ao uso de etanol 80% (v/v) a
80°C, em trés periodos consecutivos de 1 h:

Coloque uma epiderme de semente de ervilha em 1 mL de 4dgua destilada e agite em banho-maria
com movimento vaivém, a 100°C, por 20 min. Faga trés extracdes consecutivas.

Colete o extrato ¢ adicione nova quantidade de 4gua.

Combine os trés extratos, anote o volume e armazene a -20°C, até a analise.

. Determinacfo Quantitativa

9.3.1. Procedimento

. Misture a aliquota de 1 mL da amostra a 2 mL do reagente de ninidrina.

. Tape os tubos € agite. manualmente, até obter a mistura.

. Aqueca os tubos de ensaio em banho-maria fervente, durante 15 min,

. Adicione 6 mL de solugdo etanol 50% (v/v) a cada tubo de ensaio. Misture e deixe esfriar.
. Agite os tubos oufra vez, para oxidar a hidrindantina residual. Faca a leitura a 570 nm.

Prepare o gréfico (ou regressdo), tendo a absorbancia a 570 nm como fungdo da concentragio de
aminoacidos.

. Use a leucina (PM = 131) como padrio, a partir de solu¢do-estoque 200 pg.mL’'. Faga as

diluigdes. obtendo uma série de concentragdes (ex. 140, 100, 80. 60, 40, 20 e 10 pg.mL™").
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9.3.2. Reagentes

A. Hidrindantina Dissolva 8 g de ninidrina em 200 mL de dgua a 90°C. Ato continuo,

dissolva 8 g de &cido ascérbico em 40 mL de dgua, a 40°C. Coloque a
solugdo de ninidrina sob agitagdo magnética e adicione a solugdo de
acido ascOrbico. A cristalizacdo da hidrindantina se inicia
imediatamente. Sem mais aquecimento, deixe o processo ocorrer por
30 min. Deixe a solucdo esfriar. Filtre a hidrindantina e seque-a.

B. Tampdo Acetato Adicione 544 g de NaOAc.3H,O ou 320 g de NaOAc anidro a 400
mL de H.O. Apdés dissolugdo, adicione 100 mL de é4cido acético
glacial. Ajuste o pH e complete o volume, com 4gua, para [.000 mL.

C. Reagente de Ninidrina | Adicione 125 mL de tampdo acetato 4 N pH 5,5 a 375 mL de éter

monoinetilico de etilenoglicol, contendo 1 g de ninidrina e 150 mg de
hidrindantina.

9.4. Determinacio Qualitativa

A.

QMo

B.

Preferencialmente, conduza cromatografia em papel, aplicando 1 mL como ponto de largada.
Determine a duragdo da corrida, que € muito varidvel, de caso para caso.

A solugdo de ninidrina 0,1 % (p/v) em acetona (preparada para uso imediato) é o reagente padrdo
a ser borrifado em papel ou placa de cromatografia, para revelagdo de aminoacidos.

Prepare a solugio de ninidrina contendo acetato de cadmio, para evitar o aquecimento do papel.
Para isso, dissolva 1 g de ninidrina em mistura composta por 112 mL de acetato de cadmio
aquoso (1 g de acetato de cddmio em 100 mL de dgua), 20 mL de acido acético e 1.000 mL de
acetona. O papel serd mergulhado na solugdo, em vez de se usar borrifagéo.

. Faga a borrifagio da solugdo de ninidrina no papel e aquega-o a 105°C, por 10 min. A maioria dos

aminodcidos se revelard em coloragdo roxa ou verde-azulada. A prolina € a hidroxiprolina serdo
reveladas por tons de amarelo.

. Coloque, opcionalmente, o papel em frasco fechado contendo H.SO, e mantenha-o no escuro até o

dia seguinte. Os aminoécidos serdo revelados como manchas vermelhas em fundo branco.

. Aplique uma aliquota de 300 pL da amostra em papel-filtro tipo Whatman N | ou 3, de 30 x 40

cm, para revelar os aminoécidos remanescentes. Revele o cromatograma em duas dimensdes,
usando fenol-4gua (100 mg fenol/39 mL 4gua) para a primeira dire¢do e n-butanol-acido acético-
dgua (100:22:50 v/v/v) para a segunda dire¢éo.

. Seque o cromatograma e faga borrifagdo com reagente de ninidrina 0,2% (p/v) em n-butanol.
. Aqueca o papel em estufa a 80°C, por 10 min.
. Compare o cromatograma com o mapeamento padrdo de Stepka (1973), para identificar os

aminoacidos

A identificacdio de aminodcidos no cromatograma de papel pode também ser feita com o
indicador ninidrina-nitrato ciprico (N-NC), conforme segue:

. Prepare as seguintes solugdes:

Solugéo A: 50 mL de ninidrina 0,2% (p/v) em etanol absoluto, 10 mL de 4cido acético glacial e 2
mL de 2,4,6-colidina.

Solugdo B: solugdo de nitrato cdprico (triidratado) 1% (p/v) em etanol.

Combine 25 partes da solu¢do A com 1,5 partes da solugdo B, imediatamente antes do uso.
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C. Faga borrifagiio do indicador N-NC sobre o papel, ap6s as amostras haverem secado. Coloque o papel
em estufa a 105°C, por 2 min. Identifique os aminoacidos. conforme as coloragdes da tabela 5.
D. Use marcadores de amino4cidos para comparar seus resultados.

TABELA 5. Cores identificadoras de amino&cidos em cromatogramas bidimensionais em papel.

AMINOACIDO

COR

Acido Aspartico
Acido Glutamico
Alanina
Arginina
Asparagina
Cisteina

Cistina

Fenil Alanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Prolina

Serina

Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina

Azul Claro

Piirpura, enfraquecendo-se na Vertical

Plrpura Escura

Parpura Escura

Dourada

Cinza Clara

Cinza

Amarela Esverdeada

Marrom Alaranjada com Anel Laranja Brithante

Marrom Clara + Anel Marrom Escuro Dentro de Anel Amarelo
Azul Clara

Parpura Clara com Anel Amarelo

Marrom Avermelhada, forma¢do de Anel Cor de Rosa na Vertical
Parpura Esverdeada com Anel Amarelo

Verde Clara com Anel Amarelo

Marrom Esverdeada, forimagao de Anel Yermelho na Vertical
Marrom Clara

Marrom Esverdeada, mudando para Marrom Purpura na Vertical
Marrom com Anel Azul Brilhante

Plrpura
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e Use luvas e protecio ocular ao manipular o acido sulfarico.,

e O acido percldrico ¢ explosivo. Trabalhe em capela a prova de explosio.

e O material liofilizado contém enzimas funcionais, devendo ser mantido a -20"C e seco.

e Antes de pesar a glicose para fazer os padrfes, seque-a em estufa, de um dia para o outro, e
deixe esfriar em dessecador. Af entdo efetue a pesagem, o mais rapido possivel, sem se ater
a zerar os Ultimos algarismos do peso mostrado na balanca. Para esse caso, o grau de
desidrata¢do da glicose € mais crucial do que a pesagem da exatissima quantidade.
Todavia, lembre-se de que o peso obtido tem de ser anotado. Prepare cada solugio-
padrao imediatamente.

e Geralmente, as leguminosas forrageiras bianuais e perenes (ex. alfafa e trevos) e as
gramineas tropicais e subtropicais sdo espécies acumuladoras de amido. As gramineas de
clima temperado (ex. aveia e cevada) sdo acumuladoras de frutosanos.

10.1. Introducéo

A determinagdo do nivel de CNETs, por revelar a reserva prontamente disponivel para o
crescimento, tem aplicagdo em vérios estudos fisiol6gicos. Em forrageiras, essa informagdo € a base
para a avaliagdo do potencial de persisténcia. Todavia, existe uma grande variedade de carboidratos
nas plantas e, devido a limitagdes pertinentes & extracdo e a diferencas na capacidade dos aglicares
em reagir com os corantes utilizados, todo método tende a apresentar fontes de erro. Portanto, deve-
se ter critério na condugdo dos procedimentos, para que haja reprodutibilidade dos dados. A literatura
sobre o assunto € farta e maiores detalhamentos sobre o metabolismo de carboidratos em plantas sio
descritos por Duffus & Duffus (1984) e Dey & Dixon (1985).

Neste capitulo sdo apresentadas diferentes técnicas para trés fases distintas do processo:
secagem da amostra, extragdo e determinagdo do nivel de CNETs. Qualquer combinagdo entre
métodos de extracdo e de determinagdo € factivel, observadas as paiticularidades. Esses
procedimentos sdo relativamente simples e propiciam estimativas aceitdveis dos componentes
hidrossoltiveis dos carboidratos ndo estruturais. Em complementa¢do, sdo apresentadas duas
abordagens para maior rapidez, precisdo, automagdo e fracionamento dos diferentes componentes dos
carboidratos: extragdo e quantificagdo a partir de discos foliares, com leitura de microplacas, e
separagdo através de HPLC.

10.2. Secagem e Moagem da Amostra Vegetal

e A extragdo em material verde requer rapidez e baixa temperatura, para minimizar a a¢do de
enzimas endégenas. Por isso, o uso de tecidos secos e moidos (maior superficie especifica) €
preferivel. Geralmente, o tecido é desidratado em estufa ou liofilizado (amostras pequenas) e
moido na fineza desejada (geralmente, peneira de | mm).

e Mais recentemente, Marur & Sodek (1995) propuseram o uso do forno de microondas para a
secagem de material vegetal, visando a andlises bioquimicas.
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10.3. Procedimentos Gerais para a Iixtragiio Quimica de Carboidratos Istruturais

OBSERVACAO

Constituintes de baixo PM, como os acticares, podem ser removidos por extragdo exaustiva
com etanol 80-909- (v/v). Em tecidos ricos em lipidios (ex. sementes), estes devem ser
removidos com acetona, seguida por tratamento com éter-benzeno (1:1), antes de se extrair
0s agucares.

Polissacarideos hidrossoliiveis neutros, como os amidos e frutosanos, podem ser extraidos
com NaCl 19 (p/v), dgua fervente ou 4cido percléorico a 35% (p/v). O acido perclérico é
mais eficiente, pela menor ocorréncia de substincias interferentes. Esses amidos podem ser
recuperados da solugdo por meio da colocagdo dos extratos em diversos volumes de lcool,
onde se precipitardo.

A. Pectinas

Podem ser obtidas do residuo das extragdes descritas na OBSERVACAO acima, por extragio
com solugdo de oxalato de aménio-&cido oxdlico 0,5% (p/v) pH 4,0 a 90°C e, a seguir,
precipitadas por acidificagdo e diluigdo em alcool (faca testes preliminares para determinar a
concentragdo alcodlica ideal para seu tipo de amostra).

B. Lignina

Pode ser removida, nesse estagio, com cloreto de s6dio 1% (p/v) a 70°C, por | h. Se os tecidos
forem ricos em lignina, a extragdo deve ser repetida vérias vezes. Por outro lado, a lignina pode
ser removida com chiloramine-1 e etanolamina. Esses extratos sdo descartados e o residuo é
lavado e secado.

C. Hemiceluloses

Podem ser reinovidas do residuo com NaOH ou KOH 7-12% (p/v), sob fluxo de N 2
temperatura ambiente, por 24 h. Para que a extragdo seja total, o procedimento tem de ser
repetido pelo menos duas vezes. A hemicelulose € removida pela acidificagdo dos extratos
alcalinos com dcido acético e precipita¢do com etanol.

D. Celulose

O residuo final deve ser exaustivamente lavado e secado e constitui a fragio pura de celulose.
Pode ser extraida com H,SO, 72% (p/v) a 4’ C, por 24 h, ou refluxo com H.SO, 80% (p/v), por
cercade 4 h.

OBSERVACAO

Em varios casos, as fragdes de polissacarideos obtidas sdo separadas e purificadas por uma
variedade de métodos, incluindo cromatografia de troca idnica.
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10.4. Procedimentos Gerais para a Extracio Quimica de Carboidratos Ndo-Estruturais

=

10.4.1. Extrag¢do de Aglcares Livres em Plantas Cultivadas no Escuro (Passos, 1989)

. Coloque as amostras (10 segmentos liofilizados de hipocétilo, com 5 mm de comprimento) em

tubos de ensaio contendo 15 mL de etanol 80 % (v/v), em temperatura ambiente, por 12 .

. Coloque os tubos em banho-maria fervente, for¢ando a evaporagio do etanol.
. Reduza as amostras ao menor volume liquido possivel e, ap6s esfriamento, ressuspenda-as em 15 mL

de 4gua destilada, para as determinagdes. Os pesos fresco e seco das amostras tém de ser conhecidos.

10.4.2. Extra¢do Alcodlica de A¢lcares

. Resfrie | g de material fresco em gelo e faga a maceragdo em gral de porcelana frio, contendo 20 mL de

etanol 95% (v/v). Material seco moido pode também ser utilizado.

. Centrifugue o homogeneizado (centrifuga clinica, escala total, por 15 min).
. Submeta o sedimento 2 extragdo com [5 mL de etanol 80% (v/v) a 60°C. Aqueca o extrato em

tubos de centrifugagdo, com fgua fervente (use a capela), até que o etanol comece a ferver.
Centrifugue o material (centrifuga clinica, escala total, por 15 min) e retenha o sobrenadante.

. Combine os sobrenadantes dos passos B. e C.
. Purifique o extrato combinado, caso necessario, para remog¢do de clorofilas e lipidios. Para isso,

adicione | volume de clorof6rmio (15 mL), em funil de separacdo, e entdo dgua em volume
apenas suficiente para obter duas camadas (20-30 mL). Faca agitagdo manual (gentilmente) do
funil de separagiio. O cloroférmio com os pigmentos e lipidios se depositaré no fundo.

Registre o volume final da fase aquosa antes de estimar os agicares.

. Retenha o sedimento para extrair amido, caso pertinente.
. Determine os agucares livres pelo método da antrona, do fenol-H.SO4 ou de Teles.

10.4.3. Extra¢dio de Ag¢licares com Eter-Etanol

. Liofilize a amostra e faga a moagem (peneira de | mm).
. Faca a extra¢do com éter, e, em seguida, com etanol 80% (v/v) aquecido. Faga testes preliminares

para determinar os niveis ideais de volumes de éter e etanol, temperatura e duragdo de cada
extracao.

. Descarte o extrato do éter e complete 0 volume do extrato de etanol para um valor conhecido. A

clorofila e os lipidios terdo sido removidos.

. Remova os lipidios, opcionalmente, com acetona e, em seguida, solugdo éter-clorof6rmio (1:1),

antes de extrair os carboidratos com etanol. Esse caso se aplica a amostras com alto teor de
lipidios. Faga testes preliminares para determinar a duragdo ideal das extragdes.

. Retire uma aliquota para estimar o teor de agicares no extrato aquoso.

10.4.4. Extragdo de Amido

. Seque o seclimento obtido na extragdo com etanol (item 10.4.2 ou 10.4.3.) rapidamente e faga a

extra¢dio, por 15 min, com 10 mL de um dos seguintes solventes: (a) NaOH 0.5 N; (b) dgua
fervente; (c) acido perclérico 35% (p/v) (4.8 M) ou (d) NaCl 1% (p/v). O &cido perclorico € o
melhor solvente de todos, mas tem de ser incluido nos padrdes.

. Centrifugue o extrato (1.000 x g, temperatura ambiente, por 15 min) e retenha o sobrenadante.
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C.

Registre o volume e use uma aliquota para medir o teor de amido pelo método da antrona, do
fenol-H,SO., ou de Teles, seguindo o método da curva padrdo ou equagdo de regressdo.

10.5. Extracdo Enzimética

10.5.1. Método de Smith (1981)

. Transfira 200 mg de amostra para um frasco erlenmeyer de 125 mL.
. Adicione cerca de 15 mL de 4gua destilada e aqueca em agua fervente, evitando a formagao de

grumos. Faga duas amostras e um branco (contendo somente dgua).

. Deixe a solugdo ferver levemente, durante 1-2 min, com agitagdes ocasionais, para gelatinizar os

amidos.

e Aglcares simples podem ser removidos do material vegetal seco com etanol 80-95% (v/v)

s A quantidade de amido e aguicares pode ser determinada pela andlise de uma aliquota de

OBSERVACAQ

(conforme o item 10.4.2.), antes de gelatinizar os amidos.

filtrado claro com o reagente de antrona ou fenol-H.SO,. O branco para o espectrofotémetro
deve conter 1 mL de 4gua e 5 mL do reagente de antrona, ou 0,5 mL de fenol e 2,5 mL de
H.SO..

m o

Qm

— = m

. Esfrie até a temperatura ambiente, antes de adicionar a enzima.
. Pipete 10 mL de tampdo acetato e exatamente 10 mL da solug¢do enzimitica de o-amilase na

soluc¢do no erlenmeyer. A enzima amiloglicosidade também pode ser utilizada.
Tape o erlenmeyer (com rolha de borracha) e incube a 38°C, por 24 h.

. Faga agita¢@o circular ocasional do erlenmeyer, para homogeneizar a mistura, caso parte da

amostra fique aflorando na superficie da solug#o.

. Filtre a solugdo em papel-filtro tipo Whatman N° 1, para baldo volumétrico de 250 mL.

Lave o erlenmeyer e papel-filtro vérias vezes, com cerca de 3 mL de dgua destilada.
Adicione 2 mL de acetato de chumbo neutro 10 % (p/v). Complete o volume com 4gua destilada e
misture bem.

. Espere por | h, para que as proteinas se precipitem no fundo do baldo volumétrico, antes de

retirar uma aliquota para analise de poder redutor,

. Analise uma aliquota da solugdo de carboidratos filtrada, usando o reagente de antrona, de fenol-

H.SO, ou de Teles.

e Embora a presenga de chumbo ndo afete a titula¢do, ela é propensa a interferir no método

e Use glicose como aglcar padrio.
e As ao-amilases ndo hidrolizam frutosanos. Se o tecido contém frutosanos, é necessario

» Se o tecido contém altos niveis de sacarose, hidrolize uma aliquota com 4cido, para verificar

CUIDADOS

colorimétrico.

hidroliz4-los com 4cido, conforme procedimento no item 10.5.2.

se a enzima conseguiu converter toda a sacarose em mondmeros.




CARBOIDRATOS - ANALISE QUANTITATIVA 57

10.5.2. Extragiio de Smith em Espécies Acumuladoras de Frutosanos

. Pipete uma aliquota em tubo de ensaio 25 x 200 mm.

Complete para 10 mL com 4gua destilada.

. Adicione 1 mL de H.SO,4 | N (ou 2 mL de H.SO, 0,5 N).

. Cubra o tubo de ensaio com tampa pléstica ou de vidro e misture exaustivamente.,
Aquec¢a em banho-maria fervente, por 15 min (20 min em altitudes elevadas).
Esfrie e neutralize com 1 mL de NaOH I N (ou 2 mL de NaQH 0,5 N).

. Analise os carboidratos, usando frutose como agicar-padrio.

QTImUOw»

10.5.3. Extra¢do Enzimética de Teles (adaptada de Teles, 1977)

A. Coloque 100 mg de amostra seca ¢ moida (passada em peneira de 60 nies/), o padrdo e o branco
em frés tubos de ensaio.

B. Adicione 2 mL de tampdo acetato 0,02 M (pH 4,9), tampe os tubos frouxamente e,
imediatamente, autoclave por 15-20 min (115°C), ou ferva em agua por | min. Este tratamento
serve para inativar microrganismos € enzimas vegetais, assim como para facilitar futuro contato
de enzima com o substrato.

C. Esfrie para a temperatura ambiente por imersdo em dgua corrente.

D. Adicione exatamente 4 mL de solu¢do enzimética 0,3% (p/v) e vede os tubos.

E. Incube em banho-maria com agita¢do a 38-40"C, por 20-24 h.

F. Retire as amostras do banho-maria e adicione exataimente 4 mL de 4gua destilada.

G. Agite o tubo imediata e vigorosamente, por 25-30 vezes, para extrair os agucares.

H. Centrifugue a 1.000 x g em temperatura ambiente, por 5 min.

. Deixe os tubos repousarem (minimo de 5 e méximo de 60 min). O volume liquido final deve ser de
10 mL. A colorimetria deste método esté descrita no item 10.7.3.

10.5.4. Reagentes para as Extragdes Enziméticas
A. Tampdo Acetato a) Misture dois volumes de é&cido acético 0.2N com trés
volumes de acetato de sédio 0,2N.
b) Ajuste o pH para 4,9 com NaOH ou HCI.
¢) Adicione -2 mL de solugdo de timol [0% (p/v), para
prevenir o crescimento de microrganismos. Armazene
em frascos escuros.
d) Acetato de s6dio 0.2N: dissolva 16,4 g de acetato de
so6dio anidro em 4dgua destilada e complete o volume
para | L.
e) Acido acético 0,2N: dilua 12 mL de 4cido acético glacial
(99.5%. pl/v) em 4gua destilada e complete o volume
para I L.
B. Solugdo Enzimética 0,5 % (p/v): | a) Adicione 5 g de a-amilase a | L de dgua destilada
(0,5 g.100 mL™).
b) Adicione 1-2 mL de solugdo de timol 10% (p/v).
¢) Filtre em papel-filtro tipo Whatman N° 2 e armazene em
frasco escuro, a 4°C. Preferencialmente, prepare a
soluciio no dia do uso.
C. Acetato de Chumbo Neutro 10% | Adicione 10g de acetato de chumbo neufro (PbOAc,.3H,0)
(p/v) a 100 mL de dgua destilada
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10.6. Extragio de Carboidratos Acido-Digeriveis em Mandioca (Teles et al., 1979)

T 3>

O

—zmommo

. Pese 500 mg de material seco e moido, em papel impermeavel.
. Transfira a amostra, quantitativamente, para tubos de centrifugagdo de 50 mL, com tampa

rosquedvel.

. Extraia os carboidratos com 10 mL de etanol 50% (v/v) - volume completado com etanol - sob

agitagdo mecdnica, durante 60 min.

. Centrifugue a 5.000 x g, por 10 min, em temperatura ambiente.
. Transfira uma aliquota de | mL para tubo graduado de Folin-Wu de 25 mL.

Adicione | mL de acido cloridrico 0,6 N 2 aliquota, para digestdo 4cida dos dissacarideos.

. Mantenha o tubo por 60 min em banho-maria a 90-100°C.
. Espere as amostras esfriarem e entdo adicione 2,5 mL do reagente de Teles (item 10.7.5.).

Meca a D.O. a 520 nm (agtcares redutores).

10.7. Determinagdo do Nivel de Carboidratos Nao-Estruturais Totais

ammgoaw

10.7.1. Reagente de Antrona (Morris 1948 € Yemm & Willis 1954)

10.7.1.1. Preparo do Reagente

. Adicione 0,1 g de antrona (desidratada) a 50 mL de é4cido sulfirico (adicione 45 mL do 4cido

concentrado a 5 mL de 4gua, a seguir esfrie em gelo e misture - se o niimero de amostras for
grande, adicione 450 mL de 4cido a 50 mL de 4gua).

. Deixe repousar por cerca de 30 min e agite, ocasionalmente, para clarificar.
. Prepare a antrona fresca cada dia ¢ use-a dentro de 12 h apos a preparagio.

10.7.1.2. Preparo da Curva Padrao

. Prepare concentragdes conhecidas de glicose. por meio da dilui¢do da solugdo-estoque de glicose

(150 pg.mL™") em &gua, de maneira a obter padroes com O (branco), 10, 20, 40, 60, 80 e 150 pg
glicose.mL"'. [Essas concentracdes sdo sugestdes, podendo ser alteradas, conforme as
caracteristicas das amostras e as particularidades do experimento.

. Pipete | mL de cada padrio de glicose em tubos de ensaio grandes e esfrie-os em gelo.
. Adicione 5 mL do reagente de antrona, misture bem e esfrie em gelo,
. Faga a mistura com o tubo ainda no gelo, visto que a adigdo de H,SO, gera calor.

Tampe os tubos (tampa pléastica ou de vidro) e aquega em dgua fervente, por 10 min.
Esfrie em gelo e entdo transfira para temperatura ambiente e faca leitura a 625 nm.

. Prepare um gréfico, tendo a concentragdo dos padrdes de glicose na abcissa e os valores da

densidade Otica nas ordenadas; trace a reta que melhor se adapte aos pontos e verifique, para cada
leitura de amostra, o valor da abcissa correspondente a leitura que foi feita. Essa seréd a estimativa
da concentragdo de carboidratos (ou do composto que estiver sendo determinado). -

A concentragdo da amostra pode ser obtida, com maior precisdo e rapidez, pelo seguinte
procedimento para célculo da equagdo de regressdo linear em calculadora:
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w >

. Entre no médulo estatistico.
. Digite, na opgéo x.y. o dado de concentragiio do padrdo de glicose como x e a respectiva densidade

6tica como y.

. Proceda dessa forma com todos os dados e, ap6s o tltimo, pega o r, calcule 0 /” e verifique a sua

significancia (valores acima de 0,82, para correlagio positiva, sdo aceitaveis).

. Obtenha « € b e entre com os valores de densidade 6tica como x', obtendo os valores y', os quais

representam os dados de concentragdo de carboidratos (ou do composto que estiver sendo
determinado).

10.7.1.3. Determinacdo de Sacarose

Esse método pode ser usado para determinar a concentracdo de sacarose em uma mistura de
carboidratos, especialmente na presenga de outros aglcares.

. Reduza o volume de cada amostra para, aproximadamente, 0,1 mL, sem no entanto atingir

secagem total (cerca de 20-100 pg de sacarose), utilizando banho-maria fervente. Solugies
aquosas podem ser concentradas a 120°C e as alcodlicas a 100°C ¢, em seguida, a 120°C.

. Adicione 0,1 mL de KOH 30% (p/v) aquoso € mantenha a 100°C, por 10 min.
. Espere os tubos esfriarem e adicione o reagente de antrona. Mantenha as amostras em chapa

elétrica a 40°C, por 10-15 min.

. Mec¢a a D.O. a 620 nm. Use padrdes de sacarose € branco que contenham 0,1 mL de agua, 0.ImL

de KOH 30 % (p/v) e o reagente de antrona.

OBSERVACAQ

e A sensibilidade da antrona aos agudcares redutores é destruida por KOH quente, visto que
ele destréi os agtcares redutores.

o Carboidratos que contém frutose produzem cor ao reagir com antrona fria.

e A antrona fria reage com a por¢do-frutose da sacarose na presenga de acido sulftrico,
visto que o0 H.SO, quebra a sacarose.

mmo

10.7.2. Reagente Fenol-H.SO,

Este reagente tem sido usado para testar e estimar agtcares, oligossacarideos e polissacarideos
(método modificado de Dubois et al., 1956).

. Pipete | mL de solu¢do que contenha uma concentragdo conhecida do agicar (0 e 100 pg de

agicar) em um tubo de ensaio.

. Adicione 0,5 mL de fenol 5% (v/v).
. Adicione 2,5 mL de H.SO; concentrado, rapidamente. Dirija o fluxo de acido contra a superficie do

liquido, em vez de contra a parede do tubo de ensaio, para obter uma boa mistura, Deixe os tubos
em repouso, por 10 min, agite-os e coloque-os em banho-maria a 25-30°C, por 10-20 min.

. Efetue as leituras em temperatura ambiente. A coloragdo € estdvel por véarias horas.

Leia a 490 nin para hexoses e a 480 nm para pentoses.
Use curva padrio, ou equagdo de regressdo, conforme feito no item 10.7.1.2.
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10.7.3. Reagente de Teles

e Esse procedimento deve ser usado em seqiéncia a extragéo feita no item 10.5.3.
10.7.3.1. Procedimento

. Transfira uma aliquota do liquido sobrenadante para um tubo de ensaio.

. Adicione 2,5 mL do reagente de Teles e feche firme com rolha de borracha seca.

. Imerse o fundo do tubo (4 a 6 cm) em banho-maria fervente por exatamente 6 min,

. Complete o volume até a marca de 12,5 ou 25 L, dependendo do teor de CNETSs.

. Leia a absorbincia em espectrofotémetro a 520 nm, em cubeta de 10 mm. A cor é estivel em
temperatura ambiente por, no minimo, 12 horas. Use a seguinte expressdo:

moQ®m >

(absorbéncia da amostra).(peso do padrio de glicose) <100

%0 CNETS = (absorbincia do padrio de glicose).(peso da amostra)

F. Use um padrdo de glicose cuja absorbdncia seja préxima a da amostra, ou prepare uma curva
padrdo, ou faga regressdo.

10.7.3.2. Reagentes

A. Padrdes de Glicose | Prepare uma série de solugdes que contenha de 26 a 60 mg de glicose (ou
sacarose).mL ' de 4gua destilada. A inclusio da sacarose permite
verificar a atividade da invertase.

B. Tampdo Acetato a) Solucio-Estoque: Misture (rés volumes de acetato de sédio 0,2 M
com dois volumes de 4cido acético 0,2 M, ajuste o pH para 4,92 ¢
armazene em frasco escuro, bem tampado, a 4'C.

b) Solugdo de Trabalho: Adicione nove volumes de 4gua destilada a um
volume da solucfo-estoque e agite, para misturar. Esta solu¢fio (0.02
M) deve ser preparada imediatamente antes de cada anélise.

C. Solugdo Enzimatica | Prepare uma solugdo enzimdtica 0,3% (p/v) imediatamente antes de

utilizd-la. Mantenha esta solu¢do em mistura constante (agitador

magnético), at€ o momento em que for transferi-la para os tubos.

D. Reagente de Teles a) Solugoes-Listoque (em dgua): Solugdo A: fenol 1% (p/v); Solugido B:
hidréxido de s6dio 5% (p/v): Solugdo C: 4cido picrico 1% (p/v); e
Solugdo D: bissulfito de s6dio 1% (p/v) (use reagente com alto grau
de pureza). As solugdes A, B e C ficardo estaveis por, no minimo, um
més e a D, por dois dias.

b) Solugdo de Trabalho: Prepare a mistura, na seguinte ordem: um
volume de fenol (A). dois volumes de hidréxido de sédio (B), dois
volumes de acido picrico (C) e um volume de bissulfito de sédio
recém-preparado (D). Mantenha o reagente em frasco escuro, bem
tampado. Prepare a mistura no dia em que for usé-la.

10.8. Método de Extracdo ¢ Andlise de CNETs em Microplacas

e O uso de amostras em p6 fino pode apresentar problemas, caso a secagein no seja bem feita.
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mon

Além disso, o processo consome muito tempo, visto que o moinho tem de ser limpo entre
moagens. Por tltimo, algumas abordagens de detec¢do sdio, até certo ponto, nio especificas,
deixando alguma incerteza quanto ao que estd sendo medido. Por isso, Hendrix (1993) sugeriu
esse método de determinagio répida, que utiliza amostras frescas.

[0.8.1. Coleta das Amostras

. . J . . . ~ . . .
. Remova seis discos com 0,42 cm” de limbos foliares expandidos, em padrdo sistematico, préxinio

a margem e excluindo a nervura central.

. Transfira, rapidamente, cada amostra de seis discos para tubos de ensaio de polipropileno 13 x

100 mm selados, com 2 mL de etanol 80% (v/v) resfriado em gelo.

. Transporte os tubos para o laboratério em caixa de isopor e armazene-os a -19°C até a analise.
. Colete plantas inteiras, para amostragem da raiz principal, ¢ submeta-as & secagem, até obtencdo

de peso uniforme em todas as amostras.

. Remova pequenos pedagos das raizes principais e as seccione radialimente a intervalos de 200pun.

utilizando um micrétomo manual. Pese essas amostras € as analise para amido, usando o mesmo
procedimento relativo & parte aérea.

10.8.2. Extrag¢do

. Submeta os tubos com discos foliares a um banho-maria a 80°C, por |5 min. Para os tubos com

rajzes, deixe por 30 min.

. Decante o etanol dos tubos e coloque 2 mL de etanol 80% (v/v) e faga de novo a incubagio a

80"C. Repita o procedimento por mais uma vez, ou até que toda a coloragdo verde das folhas
tenha sido removida dos discos.

. Transfira o etanol, quantitativamente, para frascos volumétricos de 10 mL, apds cada extragdo.
. Complete o volume com etanol e misture por inversdo.
. Remova 1.5 mL de cada frasco volumétrico e separe para andlises posteriores de glicose, frutose e

sacarose.

Misture as aliquotas com 20 mg de carvdo ativado fino (particulas de 38-150 pm) em tubo de
microfiltro para centrifugagio, para analisd-las quanto & hexose e & sacarose. Faca agitagdo manual
(leve) dos tubos e submeta-os a centrifugacdo (2.200 x g em temperatura ambiente, por 15 min), para
produzir um extrato alcodlico transldcido.

OBSERVACAQ

s A purificagdo com carvdo € essencial para a remogdo de substancias soldveis em etanol e
que interferem com a subseqtiente reagdo colorimétrica dos extratos enzimaticos.

—_

. Transfira, para analisar os actcares, pequenas aliquotas para pogos de microplacas e submeta-as

a secagem em estufa, a 55°C. Assim, amostras diluidas podemn ser rapidamente concentradas antes
da anélise, caso necessario.

. Aplique, em seguida & evaporagdo do etanol, 20 uL de 4gua destilada a cada pogo com amostra.

Prepare também séries de pogos, na mesma microplaca, com 0,1 a 2,5 pg cada um, de glicose,
frutose e sacarose, que serdo os padrdes.
Use a primeira fileira da microplaca para conter dgua destilada em quantidade suficiente para
zerar a leitora de microplacas a 492 nm.
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10.8.3. Andlise de A¢udcares nas Microplacas
A. Empregue, para a detec¢do de glicose, uma mistura (disponivel comercialmente) que contenha

glicose-6-fosfato desidrogenase, hexoquinase, metassulfato de fenazina, ATP, NADP", violeta de
iodonitrotetrazélio e tampdo, reconstituida com 4gua destilada, conforime as instrug¢des do
fornecedor. Visto que esta mistura € sensivel & luminosidade, conduza todas as operagdes com as
microplacas, a partir deste ponto, sob luz opaca.

. Adicione 100 pL dessa mistura a cada pogo da microplaca. Em seguida, cubra cada placa com

lamina de aluminio, para excluir a penetragdo de luz, incubando-as em estufa a 33°C, por 15 min.

. Determine a D.O. de cada po¢o, 2 492 nm, em uma leitora de microplacas.

CUIDADOS

e Durante a aplica¢do de solugdes nos pogos das microplacas, ndo aplique a Gltima gota de
solugo da micropipeta, procedimento que € a principal causa de formagdo de bolhas. Os
efeitos da falta dessa gota nos resultados finais sdo despreziveis.

e Evite agitar as microplacas agressivamente, pois também haverd formagfo de bolhas.
Para misturar os contetidos nos pogos, dé apenas leves toques com a ponta do indicador
nas laterais das microplacas.

e A mistura usada no passo A. produz coloragdo somente com D-glicose-6-fosfato.
Portanto, ela detecta somente a glicose extraida pelo etanol, nas amostras em que foi
convertida para glicose-6-fosfato, pela hexoquinase.

. Faga uma curva de absorbdncia (ou faga regressdo) a partir das leituras feitas nos pogos que

contém os padrdes. Esta serd entdo usada para determinar os teores das amostras, conforme a
leitura feita. Espera-se uma curva padrio altamente linear (valor de r~ em torno de 0,98).
Determine o teor de frutose nos extratos alcodlicos, observando o seguinte procedimento: mega
primeiro a absorbdncia para glicose e, ap6s, adicione 10 pL. de solucdo de fosfoglicose isomerase
a cada po¢o. Esta convertera a frutose-6-fosfato criada pela hexoquinase em glicose-6-fosfato.

. Prepare a solugdo de fosfoglicose isomerase adicionando 1,0 mL de HEPES 0,2 M pH 7,8 a um

frasco com 1.000 UA daenzima.

. Adicione a solu¢do enzimdtica nos pogos da microplaca. Ato continuo, misture as solu¢des

gentilmente (por batidas leves com a ponta do indicador na lateral da microplaca) e coloque-as
sob incubag¢do no escuro a 37°C, por 15 min. Em seguida, faga a leitura a 492 nm. Os valores de
absorbancia dessa segunda leitura serdo proporcionais ao teor de hexose (ou seja, glicose +
frutose) da amostra. A diferenca entre as duas leituras serd proporcional ao teor de frutose da
amostra.

. Adicione 83 UA de invertase a cada pogo com a solugdo de fosfoglicose isomerase, faga nova

incubagdo (conforme o passo G.) e releia a 492 nm, para obter uma absorbancia proporcional ao
teor conjunto de sacarose e hexose em cada pogo. A partir deste valor, o teor de sacarose sera
obtido por subtragdo.

Prepare a solugdo de invertase, adicionando 50 mg de preparado de invertase em pé (estoque com
825 UA.mg") a5 mL de tampdo citrato 0,1 M pH 6,0. '
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10.8.4. Analise de Amido

A. Adicione 1 mL de KOH | M a cada tubo com amostras em que os aglicares soltiveis em etanol
foram removidos (item 10.8.2., passo F.) e coloque-os em banho-maria fervente, por | h, para
gelatinizar o amido.

OBSERVACAOQ

* Tubos de ensaio de polipropileno sdo muito melhores para essa finalidade do que os de
vidro. porque propiciam uma ebuli¢do menos agitada.

e Os tubos de ensaio ficardo descobertos durante o tratamento de banho-maria fervente.
Portanto, ajuste o nivel da 4gua no banho-maria para que ela ndo contamine os tubos.

B. Retire os tubos do banho-maria e deixe-os esfriar. Neutralize a alcalinidade da amostra, com 0,2 mL de
acido acético 1.0 M. O pH das amostras devera cair para 6,6-7,5.

C. Coloque 200 L de um preparado de o-amilase tolerante ao calor (proveniente de Bacillus
licheniformis), com 360 UA. para hidrolisar o amido das amostras. Para isso, dilua a enzima dez
vezes com tampdo Tris-acetato pH 7,2 e submeta a solugdo a didlise contra 4gua. em temperatura
ambiente. até que o preparado teste negativo contra glicose.

D. Coloque os tubos em banho-maria a 85°C, com agita¢do freqiiente, por 3 min, apés a adi¢do da
enzima. Mantenha em incubagdo por mais 27 min, com agita¢do ocasional.

E. Retire os tubos do banho-maria, esfrie-os em temperatura ambiente e reduza o pH de cada tubo
para 5,0, por adi¢do de 4cido acético.

F. Adicione | mL de um preparado de amiloglicosidase, com 122 UA, Para isso, dilua a enzima
cinco vezes com tampdo acetato 50 mM pH 4.5 e subimeta a diélise de um dia para o outro, contra
diversas trocas do mesmo tampdo, at€ que o preparado teste negativo conira glicose. Antes do
uso, teste cada solu¢do de amiloglicosidase para atividade de digestdo de amido, por meio da
determinacao da quantidade de glicose que € liberada de quantidades conhecidas de amilopectina -
uma digestao virtual quantitativa de amilopectina devera ser obtida nesses testes.

G. Complete a hidr6lise do amido. colocando os tubos em banho-maria a 55°C, por 60 min.

H. Paralise a digestio de amido, colocando os tubos em banho-maria fervente por 4 min.

1. Complete o volume liquido de cada tubo para um valor conhecido (normalmente, 6 mL), misture
os contetidos e transfira uma aliquota para fubos de microcentrifugagdo de 1,5 mL.

J. Submeta os microtubos & centrifugagio (3.000 x g em temperatura ambiente, por 10 imin), para
reimover particulas.

K. Pipete aliquotas de 20 uL nos pogos da microplaca de 96 pogos. para analisar a glicose.

10.9. Fracionamento por HPL.C
e Este procedimento foi descrito por Thome et al. (19806).

A. Prepare 300 mg de caule liofilizado e moido.

B. Faga a extragdo com 50 mL de &gua, sob temperatura ambiente, por | h. Em seguida, ferva por 5 mine
seque a amostra, utilizando vacuo.

C. Remova os lipidios. em duas lavagens com 2 mL de cloroférmio e redissolva os CNETs em 3 mL
de dgua.
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D. Precipite os compostos nitrogenados, aplicando 800 pL de &cido sulfossalicilico aquoso 2%
(p/v). Filtre a amostra (0,4511).

E. Separe os carboidratos, por pressdo em resina de troca catidnica porosa ¢ estivel (com uma coluna
suplementar interposta), nas seguintes condi¢des: (a) Volume da amostra: 5 pL; (b) Solvente: dgua
bidestilada; (¢) Taxa de fluxo: 0,2 mL.min"; (d) Pressdo interna na coluna: 0,7 MPa; e (e)
Temperatura na coluna: 50°C.

F. Conecte um analisador automatico de aglicares ao sistema (figura 5), para detec¢do continua de
carboidratos separados pela HPLC.

G. Faca a medi¢do colorimétrica dos carboidratos hidrolisados por meio da reagdo de agtcares
monoméricos com 0 hexacianoferrato de potéssio [K.Fe(CN)q| e leitura da absorbancia a 425nm.

3 IZ =

0.4 ml BO o] i » AN .

- - 5
0,44 M H0, 3 %% ot
04MNaPO,12HO r—— 1 e ]

Ar
0,025 % K., Fe(Cl),.
P el

Todag as entradas .~ Refugo
com 0.6 ml

FIGURA 5. Esquema simplificado do fluxo da determinag¢do automatizada de carboidratos hidrossoltveis,
com base na HPLC, em que | = bomba da HPLC; 2 = coluna: a 50°C: 3 = sistema
peristaltico, 4 = serpentina de reag@o:. 5 = unidade de didlise; 6 = fotometro; e 7 = registrador.
Adaptado de Thome et al. (1986).
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11. EXTRACAO DE PIGMENTOS E ESTIMATIVA DO TEOR DE CLLOROFILA

CUIDADOS

e Faga as extragdes SEMPRE sob luz difusa (ou opaca), com as demais lJampadas da area
de trabalho apagadas, para minimizar alteragdes nos pigmentos.

e Sempre que possivel, mantenha as solugdes em vidros cobertos com material opaco (ex.
folha de aluminio).

e Evite a inalagdo e o contato cutdneo com o metanol.

11.1. Introduc¢io

Os tecidos verdes apresentam dois tipos de clorofila, os quais sdo muito similares ¢ ocorrem
em mistura, juntamente com outros pigmentos carotendides: a clorofila ¢ e a clorofila . Um
problema primério nos estudos de pigmentagdo € a determinagio das concentragdes de cada um deles.
A literatura € vasta em métodos que abordam o assunto, em virtude da importéncia da clorofila para
a FS. sua sensibilidade a vérios processos metab6licos e as alteragdes que sofre, como parte das
respostas da planta ao ambiente.

Existem diversos métodos para a determinagdo do teor total de clorofila em amostras secadas
em forno e moidas em pd fino. Todavia, esse tipo de extragdo conduz a erro, devido as répidas
alteragOes nos pigmentos durante o processo de secagem, tendo, por isso, limitada aplicagdo. Em
decorréncia, o uso de discos foliares recém-destacados tem predominado. Como alternativa, o teor
total /n siru tem sido estimado por meio de medidores portéteis (disponiveis comercialmente) e
utilizado como indicador do estado nutricional em nitrogénio (Piekielek et al. 1992, Schepers et al.
1992 e Piekielek et al. 1995).

A grande maioria dos métodos e equagdes disponiveis (0s quais variam, mormente, em
fun¢io da concentragdo de acetona usada para a extragdo) derivam do método classico para a
estimativa das clorofilas « e b, desenvoivido por Arnon (1949). Este método ainda é o de maior
aceita¢do na atualidade (ex. Okada et al. 1992 e Marenco & Lopes 1994). Outro tipo de extragdo
baseia-se no uso de metarol (Porra et al., 1989).

Os procedimentos descritos neste capitulo, tendo por base o método de Arnon, visam:
(a) extrair e separar os principais pigmentos foliares, por meio de parti¢do de solventes e
cromatografia de papel ascendente; (b) determinar os espectros de absorbéncia dos pigmentos
foliares combinados, ou separados; (¢) determinar e comparar os teores de clor a, clor b e
clorofila total de folhas; e (d) conduzir répida determinagdo do teor total de clorofila.

11.2. Fundamento do Método de Arnon
Utilizando-se de dados precisos, Arnon demonstrou a existéncia das seguintes relagdes:

1. Aga=82,04 . conc.clora+9,27.conc.clorb
Il. Aqs= 16,75 .conc. clora+ 45,6 . conc. clorb

Os ndmeros 82,04, 9,27, 16,75 e 45,6 sdo coeficientes especificos de absor¢do 6tica para a
clor a e clor b, expressos em gL
A equagdo If pode ser rearrajada para o seguinte termo:
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11, clor a = Ags - 45,6 clor b/ 16,75

Substituindo esta expressdo por clor a na equagdo | e resolvendo para clor b, temos:

1\% |clor b (g.L") = 0,0229 . Ags - 0,00468 . A

Substituindo esta expressdo por clor b na equagéo I e resolvendo para clor a, temos:

V. clora (g.L") =0,0127 . Ag - 0,00269 . Ags
=

clora+clorb=0,0127. A(,(,} - 0,00468 . A(,(‘g + 0,0229 . A(,_15 - 0,00269 . A(,_-;_ﬁ

VI clorofila total (g.L"') = 0,0202. Agys + 0,00802 . Ass
clorofila total (mg.L") = 20,2 . Ags + 8,02 . Agea

11.3. Preparo das Solugoes-Fstoque de Pigmentos
11.3.1. Extrato em Acetona 80% (v/v)
A. Corte a amostra em pequenos fragmentos.

B. Pese 10 g e faca a homogeneizagdo em liquidificador (copo de 250 mL), por cerca de 2 min, em
100 mL de acetona 80% (v/v) com cerca de 0,5 g de CaCOs ou MgCOa.

OBSERVACAO

e Em algumas espécies. o vactiolo celular contém 4cidos organicos que causam reducio no pH
e alteragdes nas clor a e b. Adiciona-se CaCO. ou MgCO; para prevenir esse efeito.

C. Filtre o homogeneizado imediatamente, com papel-filtro tipo Whatman N°1, em funit de Buc/mer.
Opcionalmente, use sistema de aspirac¢do, fazendo a exaustao com o devido cuidado.

D. Lave o copo do liglidificador com adicionais 50 mL de acetona 80% (v/v) e filtre, como no item
A. Pode ser que novo papel-filiro seja necessério, & medida que o papel for ficando saturado com
residuos. Portanto, filtre o homogeneizado aos poucos, substituindo o papel-filtro conforme
necessario.

E. Combine os filfrados, misture e complete o volume para 150 mL, com acetona 80 % (v/v). Se a solugio
com clorofila estiver leitosa, cubra o frasco com Pargfilm e deixe no refrigerador por 1-2 h, antes de ler
no espectrofotdmefro. Faca trés repetigses.

F. Meca a absorbancia a 045, 652 ¢ 663 nm. Calcule as concentragdes de clor a e clor b, de acordo
com as equagdes IV e V. Calcule o teor total de clorofila, usando a equagdo VI. Expresse 0s
resultados em mg clorofila.g” MV. Calcule os valores para a relagdo clor a/clor b.

11.3.2. Parti¢do de Solventes

A. Transfira 60 mL do extrato de acetona do item 11.3.1., passo F., para um funil de separagio de
250 mL, o qual contenha 60 mL de éter de petréleo.
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. Adicione 70 mL de 4gua, derramando-a vagarosamente e fazendo com que desg¢a pela superficie
interna do funil.

. Tape o funil e gire-o levemente, até que a camada superior contenha a maior parte da clorofila.

. Deixe as camadas se separarem. A fragdo aquosa inferior conter4 a maior parte da acetona, tendo
os pigmentos sido transferidos para a camada de éter de petréleo. Portanto, drene esta fase aquosa
e a descarte.

. Lave a fragdo de éter de petr6leo duas vezes com porgdes de 25 mL de dgua, procedendo como no
passo B, descartando, a cada vez, a fragdo aquosa.

. Adicione 50 mL de metanol 92% (v/v) a fragdo de pigmentos e misture bem.

OBSERVACAO

e O metanol é polar o suficiente para dissolver a clor b e as xantofilas, mas a clor a e os
carotendides, por serem mais hidrofébicos, permanecem na camada superior, apolar, de éter
de petréleo.

G. Colete cada uma das duas camadas em frascos diferentes.

11.4. Determinagio dos Espectros de Absor¢éo

OBSERVACAO

e Lembre-se de que trés solugdes de pigmentos estdo disponiveis: pigmentos totais em acetona
80% (v/v), clor a e carotenos em éter de petrdleo e clor b e xantafilas em metanol 92%
(v/v). Nos comprimentos de onda usados no método de Arnon (645 ¢ 663 nm), ndo é raro
obter-se leituras de absorbdncia muito elevadas (em torno de 0,9) com essas solugdes,
havendo necessidade de diluicdes. Esse procedimento, todavia, deve ser evitado em
determinagdes baseadas na formagdo de cor, como € o caso da espectrofotometria.

. Dilua uma pequena aliquota de cada solugdo com o solvente apropriado, de maneira a obter uma
absorbancia entre 0,3 e 0,4, a 660 nm.

. Determine o espectro de absor¢do de cada solugdo, de 400 a 700 nm, utilizando intervalos de 10 nm.
Lembre-se de fuzer 0 branco coni o solvente apropriado para cada cdso.

. Prepare um gréfico para cada solugdo, colocando a D.O. como fung¢do do comprimento de onda
(nm),

11.5. Cromatografia Ascendente em Papel
Seriio corridas trés tiras de papel, uma para cada solugdo-estoque de pigmentos.
A. Adicione a solugdo de cromatografia (acetona-éter de petr6leo 1:1) ao tubo de ensaio que serd

usado como recipiente de cromatografia, até a altura de 1,5 cm.
B. Tampe o tubo com rolha de borracha (firmemente) e coloque-o em um suporte, na posicao

vertical.
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C. Corte uma tira de papel-filtro no formato mostrado na figura 6, manuseando a tira somente pelas
bordas.

D. Apare a extremidade de baixo da tira, de maneira que a ponta formada fique pendurada I cm
acima do fundo do tubo de ensaio.

E. Introduza um pino com al¢a na rolha, no qual a extremidade de cima da tira de papel seré
encaixada.

F. Aplique 10 uLL de amostra na constri¢do da tira de papel. Quando a mancha secar, aplique de
novo ¢ seque. Repita esta seqiiéncia de 8 a 10 vezes.

G. Insira e encaixe a tira de papel no tubo, fechando-o firmemente.

H. Deixe a migragdo ocorrer, até que o solvente atinja a al¢a do pino. Entdo, remova a tira e deixe
secar.

I. Fotografe ou marque as posi¢des das manchas com um l4pis, visto que certo grau de
desvanecimento poderé ocorrer, com a exposi¢do a luz,

J. Identifique as manchas, considerando as polaridades relativas da clor a e da clor b.

_Pmo com alga
é-____ﬂ-'
)
< Tira de papel de filtro
Nad o] Ponto de aplicagio da
amostra

Y

v Solvente

FIGURA 6. Esquema da cromatografia ascendente em papel para a detec¢io de pigmentos foliares.

11.6. Método para Rapida Iistimativa da Clorofila Total

* Este método tem aplicagdo industrial e foi desenvolvido em Mangifera indica L., por Teles et al.
(1977). Apresenta, como vantagens, a conveniéncia (4 h sfo liberadas para outras tarefas no
laboratério) e simplicidade.

A. Seque as amostras a 105"C, por 3 h. Em seguida, reduza a amostra a p6 fino, passando-a em
peneira. Mantenha as amostras em dessecador de vidro ambar, até as andlises.

B. Prepare conjuntos de 10 amostras, cada uma com 500 mg, em tubos de 60 mL com tampa.

C. Adicione 30 mL de acetona 80% (v/v) a cada tubo. Deixe a extragdo ocorrer, no escuro, por 4 h.
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D. Filtre a amostra para um baldo volumétrico de 250 mL. Complete o volume com acetona.

E. Dilua as solugdes hialinas para 1:10 com acetona 80% (v/v). Coloque as amostras em cubetas de
quatzo, quadradas, com 1O mm de caminho 6tico € leia a absorbédncia a 642,5 ¢ 660 nm,

F. Calcule o teor total de clorofila pela equagio:

Clorofila Total = (9,68 . Ego + 22,84 . Egqzs) mg.L" |
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12. REACAO DE HILL EM CLOROPLASTOS ISOLADOS

CUIDADOS

* Em todo o processo, procure manter os cloroplastos sob temperatura préxima a 0°C para
que eles retenham sua atividade. Portanto, todos os recipientes. instrumentos e solugdes
devem estar gelados no momento de uso.

12.1. Introdug¢io

Em 1937, Hill verificou que cloroplastos isolados em suspensdo, quando expostos a luz na
presenca de receptores de elétrons, simultaneamente produzem O; e reduzem os receptores de elétrons
adicionados. Esse processo ficou conhecido como Reagdo de 1lill. Acredita-se que esta reagio se
deva ao fotossistema I (PS 1), um dos sistemas fotoquimicos priméarios da FS. Cada um dos dois
fotossistemas possui um sistema definido para captagdo da luz (arranjo de moléculas de pigmentos) e
particulas com atividade para o fotossistenia 1 (PS 1) podem ser separadas daquelas com atividade
para o PS I, por meio de centrifugagdo de cloroplastos fragmentados. A andlise dos dois tipos de
particulas assiin separadas produz diferentes valores para a razdo clorofila a/clorofila b (Boardman
& Anderson, 1964). A atividade do PS II pode variar entre espécies e entre individuos da mesina
espécie, quando submetidos a diferentes intensidades luminosas (Bjorkman, 1968).

Atualmente. acredita-se que receptores de elétrons tém de ser adicionados, para que ocorra a
reacde de Hill. porque os receptores naturais sdo perdidos no processo de isolamento de cloroplastos.
Hill (1937) utilizou oxalato férrico e outros compostos contendo Fe** como receptores de elétrons e
mediu a taxa da reagdo por meio da produc¢do de O.. Nesta abordagem, outro receptor, o DCPIP,
serd utilizado. A taxa de redugdo deste composto pode ser medida por fotometria, medindo-se a taxa
de desaparecimento da coloragdo azul da forma oxidada do DCPIP, conforme o esquema:

DCPIP, (azul) + H:O — DCPIP-H: (sem cor) + 1/2 O> (na presenga de uz e clorofila)

0O método descrito para a obtengdo de cloroplastos é rapido e simples. Outros métodos, mais
sofisticados, estdo disponiveis na literatura. Caso seja necessério isolar cloroplastos do meso6filo em
Jarga escala, o procedimento de Jenkins & Russ (1984), pelo qual se utiliza gradiente de ’ercoll. serd
preferivel.

12.2. Procedimento
12.2.1. Preparo das Suspensoes de Cloroplastos

A. Remova os peciolos e nervuras centrais e lave as folhas em dgua gelada. deixando secar sobre
papel absorvente.

B. Pese 8-10 ¢ MV e corte o material em pequenos fragmentos. com cerca de | cm®. A seguir,
macere o material em gral de porcelana (a 2°C) com 20 mL de solug¢do de sacarose 0,5 M a 2°C,
por 4 min. Adicione mais 20 mL de sacarose 0,5 M e macere por 30 segundos.
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. Filtre 0 homogeneizado em quatro camadas de gaze. Pressione os residuos contra a gaze, para

aumentar o rendimento da filtracdo. Divida o filtrado em duas partes iguais e centrifugue-os (0°C)
a 200 x g, por 15 min. O sedimento resultante ird conter células intactas e residuos de parede
celular, ficando os cloroplastos no sobrenadante. '

. Transfira os sobrenadantes para dois tubos gelados, tomando cuidado para ndo ressuspender os

sedimentos, que ndo sdo firmes. Centrifugue os dois tubos (0°C) a 1.000 x g, por 7 min. O
sedimento resultante ird conter os cloroplastos.

. Descarte os sobrenadantes e ressuspenda cada sedimento. por agitagdo suave com bastdo de vidro,

em 12 mL de tampdo fosfato 0,1 M pH 6,5. Combine entdo as duas porgdes de suspensdo de
cloroplastos.

12.2.2. Diluigdo das Suspensoes de Cloroplastos
Para se assegurar que a reagdo de Hill ird se processar em uma taxa mensurdvel, a quantidade de

clorofila na mistura para a reagdo tem de ser ajustada a um valor conhecido. Isso também
permite que a taxa de redu¢do do DCPIP possa ser expressa por unidade de clorofila.

. Misture 1,0 mL da suspensdo-estoque de cloroplastos com 20 mL de acetona 80% (v/v) e mega a

absorbincia a 652 nm (usando branco de acetona 80%). Multiplique a absorbédncia por 0,58 para
obter a concentragio de clorofila da suspendo-estoque, em mg.mL".

. Dilua 10 mL da suspensdo-estoque de cloroplastos em tampdo fosfato 0,1 M para obter uma

concentragdo final de clorofila de 0,05 ou 0,2 mg.mL"' (respectivamente, para amostras iniciais de
8 ou 10 g: item 12.2.1, passo B.).

[2.2.3. Preparo das Misturas para a Reagio
Prepare oito misturas. conforme indicado abaixo, mas ndo adicione os cloroplastos ainda. Use

pequenos tubos de ensaio que possam ser encaixados no espectrofotdmetro. Caso contrario, faga
adequagdo do volume da amostra para a cubeta do espectrofotdmetro.

Tubo N | Tampdo fosfato 0,1 M Agua DCPIP 0,2 M | Suspensio de cloroplastos

a7 [, 0 mL 20mL | 1,0mL 1,0 mL

8 2,0 mL 20mL | 1,0 mL 0

12.2.4. Medi¢do da Atividade da Reagdo de Hill

. Apague as luzes do recinto e marque com fita adesiva as dreas no piso, em frente a fonte de luz,

que estejam recebendo 40, 80, 120, 200, 400 e 800 ft-c de iluminagdo. Em cada um destas areas
coloque um Dbéquer contendo 4gua gelada. A [uz incidente sobre wm Déquer ndo pode ser
obstruida por outro béquer.

. Desligue a fonte de luz, adicione a suspensdo de cloroplastos a cada tubo (exceto o n” 8), vede o

tubo com Parafiln e misture, por inversdo, diversas vezes. Leia a absorbdncia a 600 nm (use
agua como branco).

. Coloque os tubos de | a 6 nos béqueres, de maneira que o tubo 1 receba 40 ft-c, 0 2 receba 80 ft-c, e

assim por diante. Envolva o tubo 7 com 1amina de aluminio e coloque os tubos 7 e 8 na rea do piso
recebendo 800 fi-c.

. Ligue a fonte de luz por 5 min e, a seguir, a desligue. Leia os tubos de [ a 6 (600 nm) e retorne-os

aos béqueres. Leia os tubos de | a 6 a intervalos de 5 min (contando somente o tempo sob
iluminagdo) por 30 min. Leia os tubos 7 e 8 quando o experimento tiver terminado.
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E. Faga um grifico da absorbdncia (a 600 nm) x tempo (ou seja, somente O tempo em que a
iluminacdo esteve ligada). Para os tubos de | a 7, calcule a mudanga em absorbdncia durante os
10 primeiros minutos de exposicdo & luz. Esses dados devem ser convertidos em unidades de
tmoles DCPIP reduzidos. mg™ clorofila.h™.

F. Calcule a quantidade de DCPIP reduzida em cada tubo nos primeiros 10 min de iluminagio pela
mudanga na absorbéncia, assumindo que toda a absorbdncia do tubo 8 é devida & oxidagdo do
DCPIP e que o DCPIP oxidado segue a lei de Beer. Por exemplo, se o tubo 8 temi uma

absorbancia de 0,7 e o tubo 6 de 0,35, ap6s 10 min, a quantidade de DCPIP oxidado no tubo 8 e,
antes da reagdo, no tubo 6, € dada por:

(0,2 mM ).( | mL)
= (200 M ).(0,001 L)
=0,2 pmole
G. Calcule a quantidade de DCPIP reduzido (ytmoles). De acordo com a lei de Beer, sabe-se que a
concentragdo € proporcional a absorbdncia (aqui, o volume € constante e pode ser ignorado).
portanto:

pmoles DCPIP reduzido = 0,2 pumoles . 0.35 _ 0,1 pmoles
0.70
H. Faga graficos da redu¢do de DCPIP (pumoles DCPIP.mg"' clorofila.h™) x intensidade luminosa.
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13. ACIDOS NUCLEICOS - EXTRACAO I DETERMINACAQO

CUIDADOS

e Mantenha todos os materiais gelados, para evitar hidrélise dos acidos nucléicos pelo calor.
e A amostra pode ser tratada com etanol fervente, antes da extragio..

e Procure obter, durante a extra¢do, um homogeneizado de consisténcia cremosa, para que
o sedimento centrifugado seja firme.

13.1. Introducio

Desde a década de 40 sabe-se que o DNA constitui o material genético de todos os
organismos. A determinagfio do nivel de DNA proporciona uma boa estimativa do nimero de células
vivas em um tecido e pode ser usada na comparagdo de processos de desenvolvimento, porque ele
ocorre quase sempre e niveis constantes nas c€élulas sométicas.

O DNA ¢ a fonte priméria de codificagdo das proteinas a serem produzidas durante o
crescimento. Todavia, esse processo depende de varios tipos de RNA. Quando a taxa de crescimento
¢ intensa. o teor de RNA do tecido € elevado. Portanto, o nivel de RNA ¢ um indicador do potencial
ou da ocorréncia de expansdo celular.

A determinacdo dos teores de DNA e RNA em tecidos é complicada por varios fatores
interferentes. Por isso, grande parte dos métodos disponiveis € lenta e tediosa e nem sempre propicia
extracao total dos 4cidos nucléicos presentes nas amostras. As derivagdes da técnica de Schmidt &
Thannhauser (1945), com a qual o RNA € degradado por tratamento alcalino e 0 DNA permanece
ndo hidrolisado, continuam sendo uma escolha atraente, dada sua precisio ¢ relativa simplicidade. A
técnica apresentada neste capitulo é uma adaptagdo do método preconizado por Smillie & Kortkov
(1960), pela qual os 4cidos nucléicos extraidos poderao, subseqiientemente, ser submetidos a testes
adicionais. Um método de caracteriza¢do muito utilizado é a determinagdo das razdes entre bases.
por meio de cromatografia de camada fina, em placa de celulose ou em tira de papel (Starr &
Ramberg, 1966).

13.2. F'undamento

Sob a a¢do de bases diluidas (0,1-1,0 N) e baixas temperaturas, o RNA é completamente
hidrolisado, resultando em uma mistura de monofosfatos de nucleosideos 2" e 3'. A a¢do inicial das
bases sobre o RNA € a conversdo de ligagdes de diéster fosfatos em um intermediério ciclico, o qual
¢ entdo hidrolisado na mistura de monoésteres 2’e 3’. Visto que 0 RNA possui um terminal 3'-OH,
os dlcalis removerdo a ligacdo 5’-fosfato, liberando um nucleosideo. Na outra extremidade da
molécula de RNA (5’-fosfato), a a¢do de &icalis resultard na formagdo de 2°(3"), 5’-nucleosideo
difosfato. Embora cada nucleotideo liberado (&cidos adenilico, citidilico, guanilico e uridilico)
apresente seu préprio comprimento de onda para absor¢do maxima, a combinagdo dos componentes
exibe uma média de entre 258 a 260 nm.

Apesar de se dissolver na solugdo alcalina, o DNA € resistente a hidr6lise de bases, devido a
auséncia da 2’-hidroxila na desoxirribose. Essa diferenca € utilizada no método de determinagdo. pelo
qual o RNA ¢ quebrado, permanecendo em solugdo, enquanto o DNA dissolvido € subseqiientemente
precipitado, pela adigdo de &cidos fortes (ex. acido perclérico).
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A.

3. Extracdo da Amostra

Triture 2 g de tecido foliar recém-coletado em gral de porcelana a 4°C, contendo 20 mL de
solucdo de 4cido formico SO mM em metanol absoluto € 0,5 g de areia quartzosa. Conduza as
demais operagdes a 4°C, a ndo ser que outras especificagdes sejam apresentadas.

. Transfira o homogeneizado, quantitativamente, para tubos de centrifuga¢do de 50 mL, usando

5 mL adicionais da solugdo de 4cido férmico para lavar o homogeneizado no tubo.

. Centrifugue o homogeneizado a 5.000 x g, por 15 min. Descarte o sobrenadante.
. Extraia o sedimento no mesmo tubo de centrifugagdo, com 10 mL de 4cido perclérico 2 N. Esse

passo dissolve os nucleotideos livres, para que ndo interfiram nas andlises.

. Centrifugue o extrato (5.000 x g, por 15 min), colete o sedimento e descarte o sobrenadante.

Use aliquotas de 20 mL dos seguintes solventes, em seqiiéncia, para extragdo adicional:
a) etanol 95% (v/v)a 4°C. e
b) cloroférmio-metanol (2:1), temperatura ambiente.

. Centrifugue a amostra (3.000 x g, por 10 min), ap6s cada extragdo, coletando o sedimento e

descartando o sobrenadante. O etanol remove o acido perclérico. A mistura cloroférmio-metanol
remove os lipidios.

. Seque o tltimo sedimento obtido em banho-maria morno. O pé resultante contém acidos

nucléicos. proteinas, amido e celulose.

13.4. Ioxtragiio do RNA

A.

K.

Submeta o p6é A hidrélise em 10 mL de KOH 0,3 N a 37°C, por 12-16 h, ou de um dia para o
outro. Diminua o tempo aumentando a temperatura e diminuindo a concentragdo de KOH. Tampe
os tubos, sem vedar. Centrifugue o material a 5.000 x g, por 15 min.

. Conserve o sobrenadante (o qual contém nuclcotideos de RNA, DNA e proteinas).
. Lave o sedimento com 2-3 mL de KOH 0,1 N e conserve o sobrenadante obtido. Esse passo

remove os nucleotideos e proteinas remanescentes nos residuos.

. Combine os sobrenadantes dos passos C. e D. e esfrie em gelo.
. Faga. a scguir. as seguintes manipulagdes:

a) adicione 800 pl. de MgCl..

b) ajuste o pll para cerca de 2,0 (retire aliquota com bastdo de vidro e verifique em papel
indicador) com écido perclérico 2 N (CUIDADQO!).

¢) adicione 20 mL de etanol 95% (v/v).

. Deixe a mistura repousar sobre gelo ou no refrigerador (minimo de 20 min e miximo de 12 h).
. Centrifugue o material a 5.000 x g a 4°C, por 15 min. O passo F. produz um precipitado (DNA e

KC1O,-proteinas). O sobrenadante contém nucleotideos de RNA e deve ser conservado.

. Lave o sedimento com 1-2 mL de &cido percldrico 0,2 N, centrifugue a mistura (5.000 x g, por 10 min),

colete o sobrenadante € combine este volume ao sobrenadante obtido no passo H. Mantenha o
sedimento (contendo DNA) a -4°C.

Ajuste o pH do sobrenadante (nucleotideos de RNA) para 7,2 com KOH 1 N, Esfrie a amostra em
gelo e centrifugue-a a 3.000-x g, por 5 min. Descarte o sedimento (perclorato de potdssio).

. Passe o sobrenadante em uma coluna 0,5 x 8 c¢cm com resina de 200 mesh, forma cloridrica

(disponivel comercialmente), para remover impurezas do RNA. Os nucleotideos se aderem a
resina e as impurezas sdo elufdas. Lave a coluna com 10 mL de 4dgua destilada.

Faga a eluigdo do RNA com 20 mL de solugdo HCI-NaCl (20 mL de HCI 10 N e 5.6 g de NaCl
em 240 mL de &dgua). Colete os primeiros 20 mL do material eluido. Conserve essa solug¢do para
as andlises quantitativas de RNA. Anote o volume final de cada uma das duas amostras.
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13.5. Extracao do DNA

A.

Faga a hidrélise do DNA no sedimento obtido no item 13.4., passo J., com 5 mL de 4cido
perclérico | N a 70°C, por 15 min.

. Centrifugue o hidrolisado (5.000 x g a 15°C, por 15 min) e Jave o sedimento com 4cido perclérico

0.5 N aquecido.

. Combine os volumes resultantes da centrifugagfio e lavagem, anotando o volume.
. Determine o teor de DNA pelo método do reagente de difenilamina ou pela absor¢do de UV.

13.6. Determinaciio do Teor de Acidos Nucléicos

13.6.1. Método da Absor¢do Ultravioleta (Cherry, 1962)

O DNA e 0 RNA possuem padrdes caracteristicos de absor¢do na regido ultravioleta do espectro,
com absor¢do maxima a 260 nm, minima a 230-235 nm e razdo de absor¢io 260/280 e 260/230
em torno de 2,0. Portanto, verificagdes na amplitude 230-235 nm podem indicar o grau de pureza
do preparado e a quantidade de 4cidos nucléicos presentes.

Os nucleotideos sdo estimaclos pela diferenga na absorbancia entre 260 e 290 nm, obtida com o
sobrenadante hialino. A diferenga entre a absorbancia maxima e a minima € multiplicada por 57,
para se obter a quantidade de 4cidos nucléicos totais, em pg.mL".

13.6.2. Determinagdo de DNA pelo Reagente de Difenilamina (Giles & Myers, 1965)

13.6.2.1. Procedimento

. Misture | mL da amostra (DNA ou DNA-RNA) com 2 mL do reagente de difenilamina. Prepare o

branco usando o mesmo solvente da amostra. Opcionalmente, aquega as amostra a 100°C, por 10 min,
e faga a leitura a 600 nim (a sensibilidade diminuit).

. Use perfodos de aquecimento mais prolongados, temperaturas menores € adi¢do de acetil aldeidos

(faga testes preliminares, para determinar os niveis ideais), para melhorar a sensibilidade. Faga a
incubacdo por 15-17 h, a25-30"C e leia a D.O. a 600 nm.

. Aquega a amostra a 35°C por 5 h e leia a 600 nm, se houver limitagdo de tempo para conduzir a

anélise. O desenvolvimento da cor atingiré cerca de 80% do méximo possivel.

. Use a d-2-desoxirribose (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg.mL", a partir de solugdo-

estoque de 500 pg.mL") como padrdo. Para as determina¢des de RNA, use a AMP como padrio
(5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90 pg.nL"', a partir de solugdo-estoque de 500 pg
AMP.mL™"). Faca a curva padrdo ou equagio de regressdo.

13.6.2.2. Reagentes

A. Aldeido Acético Transfira | mL de aldeido acético a 4°C (hialino, ndo
polimerizado) para 50 mL de 4gua. A solugdo ¢ estavel por
varios meses (frasco bem fechado, a 4°C).

B. Reagente de Difenilamina | a) Dissolva 1,5 mg de difenilamina em 100 mL de acido acético
glacial contendo 1,5 mL de H,SO, concentrado.

b) Adicione, imediatamente antes de usar, 0,1 mL de solugdo
aquosa de aldeido acético [,6% (v/v), para cada 20 mL do
reagente.
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OBSERVACAO

e Alguns cientistas ndo utilizam o acido sulftrico no preparo do reagente de difenilamina,
adicionando aldeido acético 2 amostra, para diminuir a leitura do branco. Procedimento:
adicione 2 mL de difenilamina 4% (p/v) (dissolvida em 4cido acético glacial) a 2 mL da
solucdo de DNA em é4cido perclérico 10% (p/v) (ou 1 N ), faca incubagdo até o dia
seguinte, a 30°C, adicionando entdo 0,1 mL de aldeido acético (1,6 mg.mL"' de dgua). Leia
a diferenca em D.O. a 595-700 nm confra o branco, lido a 595-700 nm.

¢ Se nao houver disponibilidade de aldeido acético, dissolva | g de difenilamina purificada em
100 mL de acido acético glacial com 2,75 mL de é4cido sulftrico concentrado. A solugdo
serd valida por alguns dias, desde que mantida a 4°C.

13.6.3. Determinagdo de RNA pelo Reagente de Orcinol (Smillie & Krotkov, 1960)

A. Dissolva. imediatamente antes do uso, 1g de orcinol em [00 mL de HCI concentrado, com 0,5 mL de
solugdo de FeClx 109% (p/v). Este reagente € usado tanto para DNA quanto para RNA,

B. Aqueca | mL do hidrolisado de RNA (obtido no item 13.4.) com 2 mL do reagente de orcinol em
tubo de ensaio fechado. durante 20 min, em 4gua fervente.

C. Faca a leitura a 660 nm (para a intensidade da cor verde obtida).

D. Prepare a curva padrio, tendo a absorbancia como fungdo de microgramas.de 4cido adenilico, a
partir de solugdo-estoque 0,5 mg.mL". O RNA de levedura pode também ser usado como padrao.
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14. RNA - EXTRACAO E FRACIONAMENTO

CUIDADOS

e Use luvas e 6culos ao manipular o fenol - além de téxico, ele causa queimaduras graves.
e Redestile o fenol somente na capela para exaustdo de gases.

e Lembre-se de usar pontas de pipeta longas para aplicar as amostras nos géis de PAGE.

14.1. Introdugéo

Algumas vezes, além do teor de RNA, hd interesse em conhecer sua composicdo. Para esses
casos, procedimentos especificos devem ser utilizados, como o fracionamento de RNA em géis
diluidos de poliacrilamida (Loening & Ingle, 1967). As moléculas de RNA ¢ DNA migram no gel em
relacdo inversa ao logaritmo do PM. Géis de poliacrilamida compostos permitem separar as duas
subunidades de maior PM dos ribossomos citoplasméticos (255, de PM=1.3 x 10° e 18S. de PM=0.7
x 10% entre si e também com relacdo as duas subunidades de maior PM dos ribossomos dos
cloroplastos (235, de PM=1,1 x 10% e 16S, de PM=0,56 x 10%).

Em outras situacoes, ha necessidade de purificagdo do mRNA, para uso na traducdo in virro.
Nesse caso, o perfil eletroforético de RNA € Gtil para se associar determinada(s) proteina(s) a
um dado carater (ex. Kazuoka & Oeda, 1992). As abordagens descritas visam atender a essas
situagdes.

14.2. Iixtragio de RNA
14.2.1. Método de Bourque (1973)

A. Prepare o seguinte tampdo de extragdo: SDS 1% (p/v), KCI 25 mM, Tris-HCl 25mM.
MgCl,.6H,0 25 mM; pH 7.8.

B. Congele 5 mg de tecido vegetal recém-coletado em N, liquido. Em seguida, triture o tecido em gral
de porcelana a 4°C, com o auxilio de uma pequena quantidade de N. liquido. Mantenha o p6
obtido a - 80°C, até ser processado. Use aliquotas de 5 g.

C. Misture a aliquota com 50 mL de tampdo de extragdo e SO mL de fenol 90% (v/v) redestilado.

com o auxilio de bastdo de vidro. Certifique-se de que o tecido esta imerso no fluido.

. Transfira o homogeneizado para um tubo de centrifugagdo de plstico e tampe-o firmemente.

Agite-o vigorosamente, a intervalos. durante 30 min (temperatura ambiente).
Centrifugue a amostra (6.000 x g a 4°C, por 5 min).
Remova o fenol (camada inferior), deixando o material vegetal e a camada aquosa superior.

. Faca nova extragio da camada aquosa e material vegetal, com metade do volume de fenol.

durante 15 min. Em seguida. centrifugue a amostra (500 x g a 4°C, por 10 min).

. Colete a camada aquosa superior e adicione NaCl, até obter a concentragdo de 2 M.

Adicione dois volumes de etanol 95% (v/v) a 4°C e deixe os dcidos nucléicos se precipitarem até o
dia seguinte, a -20"°C (alguns utilizam apcnas 2-3 ).

J. Colete o precipitado (RNA) por centrifugagio (500 x ¢ a 4°C, por 10 min) e lave-o.
sucessivamente. com etanol 959 (v/v) e duas mudangas de ctanol 100% (v/v), para eliminar o

Qmm ]

- X
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fenol e 0 SDS. Apés cada lavagem, centrifugue o0 RNA (500 x g a 4°C, por 10 min) e colete o
sedimento. Mantenha os tubos de centrifugagdo a 4°C.

. Ressuspenda o sedimento em um volume minimo de tamp@o apropriado (geralmente, 0,5 mL de

tampdo fosfato 70 mM pH 7.0.2" MV) e determine a concentragdo de RNA. Apds estimativa da
concentragdo, o RNA poderd ser usado em fracionamentos em gel de poliacrilamida.

14.2.2. Método do Tiocianato de Guanidina (Chomczynski & Sacchi, 1987)

. Prepare a solugdo desnaturante, com a seguinte composigdo: tiocianato de guanidina 4M, citrato

de s6dio 2.5 mM pH 7.0, sarcosil 0,5% (p/v) e BME 0,1 M.

. Homogeneize | ¢ MV em 10 mL da solugdo desnaturante (tubo de centrifugacdo de 50 mL).
. Adicione 1.5 mL de NaOAc 2 M pH 4,0, 1,5 mL de fenol e 3.0 mL de cloroférmio- alcool isoamil

49:1. Agite vigorosamente por 30 segundos e deixe esfriar em gelo, por 15 min.

. Centrifugue 2 9.000 x g (4°C). por 10 min, para separar a fase aquosa.
. Adicione 1 volume de isopropanol a fase aquosa e deixe 0 RNA se precipitar, a - 20°C, por | h.

Colete o precipitado por centrifuga¢do (500 x g a 4°C, por 10 min) e o dissolva em 3 mL da
solucdo desnafurante.

. Precipite de novo o RNA, pela adi¢do de 3 mL de isopropanol e centrifugue a amostra (500 x g a

4°C. por 10 min).

. Seque o sedimento de RNA, sob aplica¢do de vécuo, ¢ o dissolva em | mL de dgua destilada.

Determine o teor de RNA da amostra. Em seguida, o RNA deverd ser purificado, por
cromatografia em coluna (oligo-(dT)-celulose), e podera ser usado como mRNA na tradugdo in
vitro (siga as instrugdes do fornecedor do extrato para a tradugio).

14.3. Determinagio da Concentragio de RNA

A.

Dilua. como primeira tentativa, uma aliquota da solugdo de RNA em cerca de 20 X, com tampdéo
fosfato 70 mM pH 7,0. Determine a absorbéncia a 260 nm e calcule a concentragdo da amostra,
assumindo que | mg RNA.mL™" apresenta D.O. = 25, a 260 nm, em um feixe de luz de 10 mm.
Tente obter amostras com 2 mg RNA.mL™"

. Determine o espectro de absorgido das amostras de RNA, na amplitude de 220-320 nm. Uma

amosira de RNA adequada apresentard uma razdo 260/230 de, aproximadamente, 2.5 e razéo
260/280 de, aproximadamente. 2,1.

. Compare os teores de RNA nos tecidos estudados, usando os valores de concentragiio e também

os voluines obtidos. Conserve as solu¢des de RNA a -20°C.,

14.4. I'racionamento em PAGI®

A maioria dos fracionamentos de RNA por SDS-PAGE € adaptada do método de Bourque &
Naylor (1971). Nesta abordagem, € comum as subunidades dos cloroplastos se degradarem
rapidamente, causando a apari¢do de mais de quatro picos de RNA na regido de PM superior.
Todavia. quando cuidadosamente executado, o método apresenta as seguintes rela¢des:

> 100.000
20.000-150.000
10.000-80.000
< 15.000
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O fundamento e as recomendagdes feitas no capitulo 7 sdo também aplicaveis 3 SDS-PAGE de
RNA. Contudo, existe uma série de distingdes que devem ser observadas, conforme abaixo:

O gel de disco é preferivel, porque a acrilamida diluida tende a se aderir a placa de vidro. Esse
problema ndo ocorre em tubos tipo Plexiglas.

Os géis para a eletroforese de RNA apresentam concentra¢do de acrilamida bem inferior (2.4-
3,0%, p/v) aquelas utilizadas para proteinas. Esses géis sdo, portanto, mais fluidos, macios,
frageis e de dificil manuseio. Todavia, a concentragdo baixa € essencial, porque a subunidade
258 ficard excluida, em concentra¢des maiores que 3%.

A adi¢do de SDS 2% (p/v) ao tampdo reduz a agdo de nucleases, permitindo a corrida em
temperatura ambiente.

O azul de totueno, o azul de metileno e outros corantes basicos, formam complexos fortes com o
RNA (carregado negativamente) no gel. I<sses corantes nio poderdo ser usados, caso o SDS
seja adicionado ao tampao, pois ndo havera descoloracio efetiva do gel.

A relagfio de bisacrilamida para acrilamida é 1:20, embora outras também sejam usadas.

A sacarose forna a densidade da amostra maior que a do tampdo, permitindo que o RNA se
deposite, facilmente, em camadas na parte superior do gel, sem haver difuso.

As amostras de RNA devem ser aplicadas em volume pequeno (no méximo 50 pL), para que as
bandas fiquem estreitas e a resolug@o em nivel desejado.

O RNA tem de estar livre de protefnas, para nio se agregar a superficie do gel.

Geralmente. aplica-se 10 V.cm™ (a 5 mA) por gel. A corrida é feita em corrente constante.
Separagdes sdo obtidas dentro de 3 h, dependendo do comprimento do gel, resolugdo desejada e
corrente e voltagem usadas.

A intensidade de coloragdo da banda é um indicador do teor de RNA, mas ndo é uma medida

precisa.

14.4.1. Eletroforese em Gel de Disco

14.4.1.1. Procedimento

. Prepaie os tubos de suporte da seguinte maneira:

a) Encaixe os pinos de borracha para vedagdo sobre a respectiva placa de suporte.
b) Encaixe as bases cos tubos tipo Plexiglas sobre os pinos de borracha.

. Adicione 6,25 mL de tampiio de corrida e 19,75 mL de 4gua destilada a 5 mL de solugio de

poliacrilamida 15% (p/v), em um frasco kifazzato. Agite, com desaearagdo, por 30 segundos. A
concentragdo de poliacrilamida do gel serd de 2,4% (p/v).

. Adicione, em seqiéncia, 100 uL de TEMED e 0,25 mL de PSA 10% (p/v), com agitagdo.

. Transfira volumes idénticos da solu¢do para os tubos tipo Plexiglas (até 1 cm abaixo do topo).

. Coloque 100 uL de n-butanol (ou dgua destilada) no topo cada tubo.

. Espere a poliacrilamida polimerizar, em temperatura ambiente (aproximadamente, 40 min).

. Remova o n-butanol (ou agua destilada) e os pinos de borracha. Cuidado para ndo succionar o

gel para fora do tubo, ao remover o pino de borracha. Coloque uma tela de ndilon, presa por
tira de borracha, na base de cada tubo.

H. Coloque os tubos nos receptaculos de borracha localizados no reservatério superior do suporte.

—_—

Coloque o tampdo de corrida no reservatério inferior, certifique-se de que o anodo esta conectado
e insira as bases dos tubos contendo os géis no tampdo, posicionando o reservatério superior
sobre o inferior, Remova eventuais bolhas de ar.



{4 METODOS ANALITICOS E LABORATORIAIS EM FISIOLOGIA VEGETAL

Coloque o tampdo de corrida no reservatério superior, certificando-se de que o catodo estéa
conectado. Remova eventuais bolhas de ar.

K. Conecte os eletrodos e aplique 5 mA por gel, durante uma pré-corrida de | h, a 4°C,

. Dissolva sacarose nas amostras (durante a pré-corrida), até obter a concentragdo de 10% (p/v).
Tente obter amostras com [00-150 g RNA para 50 ul. de volume.

M. Desligue a fonte de energia e aplique as amostras no topo de cada gel. Atue com rapidez, para

prevenir a difusdo das bandas.

N. Coloque 10uL de solugdo sacarose-azul de bromofenol no topo de um gel sem amostra, para atuar

como indicador da corrida.

0. Coloque uma solugio contendo um padrdo de RNA (100 pg.mL™") em um dos tubos.

P. Ligue a fonte de encrgia e ajuste a corrente para 5 mA.gel”, a 4°C. Espere até que o indicador da
corrida percorra 3/4 do gel (2-3 h), para desligar a fonte de energia.

Q. Descarte o tampao dos dois reservatérios, remova os tubos do suporte e retire os géis dos tubos.

R. Transfira os géis para béqueres com solugdo de azul de metileno 0,02% (p/v) ou azul de toluidina
0,02% (p/v) em tampdo acetato, até que as bandas de RNA se revelem.

S. Faga a descoloragdo descartando a solugdo corante e adicionando dgua ao béquer. Faca vérias
trocas da agua, ao longo de vérias horas.

14.4.1.2. Reagentes
A. Tampao de Corrida a) Solucdo-Iistoque (5 X): NaH.,PO,; 0,15 M,

Na,EDTA 0,005 M, Tris-HC1 0,18 M: pH 7.8.

b) Solu¢do de Trabalho: Uma parte do estoque para
quatro partes de 4dgua destilada. Adicione SDS até a
conc. de 0,2% (p/v), a ndo ser que os géis venham a
ser corados com azul de toluidina.

B. Solugdo-Estoque de Poliacrilamida | Acrilamida 5% (p/v), bisacrilamida 0,75% (p/v), em

agua.
C. TEMED
D. PSA 10% (p/v) Preparado imediatamente antes do uso.
E Sacarose 10% (p/v) Na solugdo contendo a amostra.
F. Azul de metileno 0,02% (p/v) Em tampdo acetato 0,2 N pH 4,7.
G. Azul de toluidina 0,02% (p/v) Emfgua

14.4.2. Eletroforese em Placa de Gel de Poliacrilamida Composto

14.4.2.1. Procedimento

A. Aplique a solugdo do gel composto poliacrilamida-agarose no sistema de montagem, coloque o

pente e deixe polimerizar (40 min) em temperatura ambiente. Evite a formagdo de bolhas.
. Posicione o suporte contendo a placa de gel no aparato de eletroforese.

C. Coloque o tampdo, diluido dez vezes, nos reservatérios superior (catodo) e inferior (anodo).

Remova o pente.

D. Faga uma pré-corrida a 200 V, por 45 min, para remover o excesso de PSA.

Misture cada amostra de RNA com sacarose sélida, de maneira a obter uma solu¢fo de sacarose
10% (p/v) (mantenha a concentragdo de RNA abaixo de 200 pg.mL™).
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F. Aplique 50-100 uL da amostra de RNA a cada poc¢o, agindo rdpido. Reserve um pogo para
aplicar 50 uL de azul de bromofenol em solu¢do de sacarose 10% (p/v). como indicador da
corrida.

G. Conduza a eletroforese a 100 V, por 2 h. a 4°C.

H. Desligue a fonte de energia, retire o aparato de suporte e transfira o gel para um recipiente com o
corante. Remova o corante. ap6s | h, conforme o item 14.4.1.1.

1. Use padrdes, caso haja interesse em estimar o PM da amostra de RNA. Utilizando os valores de
R:. calcule o PM a partir da expressdo: log M = m.R,, em que:

M = PM
m = dngulo da reta de regressdo
R, = mobilidade relativa (cm>.V's")

14.4.2.2. Reagentes

A. Estoque de Poliacrilamida 20% (p/v) |9 g de acrilamida e 1g de bisacrilamida em
80 mL de dgua

B. PSA 0,8% (p/v) Preparado imediatamente antes do uso

C. TEMED 3,2% (v/v) Preparado imediatamente antes do uso

D. Tampio (10 X) EDTA 0,01 M ,NaH,PO, 0,3 M, Tris 0,36 M
pH 7.8

B. Gel Composto Polacrilamida-Agarose a) Dissolva 0,32 g de agarose em 43,6 mL de

dgua destilada, em forno de microondas.
completando o volume para 50 mL, apés a
dissolugdo. Opcionalmente, faga refluxo,
por 15 min. A solugdo pode ficar
armazenada a 45°C.

b) Misture 8 mL de poliacrilamida 20% (p/v),
4 mL de TEMED 3.2% (v/v) e 6,14 mL do
tampdo 10 X e subimeta a mistura a
incubagdo a 40°C.

¢) Esfrie a solugdo de agarose para 40°C e
adicione 2 mL de PSA 0,8% (p/v).

d) Misture esta solugdo com a de poliacrila-
mida, obtendo, portanto, um gel composto
de poliacrilamida 2.5% (p/v) e agarose
0,5% (p/v).
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15. DNA GENOMICO - EXTRACAO PELO TAMPAO CTAB

CUIDADOS

e Limite cada extra¢do a seis tubos, porque o0 RNA também € precipitado e sua quantidade
aumentard, a medida que as amostras ficarem mais tempo esperando processamento.

e Use crondmetro com alarme em todas as operagdes.

e Faga pelo menos seis ganchos de vidro em &ngulo um pouco superior a 90°, colocando
pontas de pipetas Pastenr em chama de bico de gés. Assim que a ponta da pipeta comegar
a dobrar, retire-a da chama, para obter o dngulo desejado.

e Nunca submeta o DNA genbmico ao agitador vorfex.

e Descarte os tubos de polipropileno que receberem clorof6rmio, pois estardo deformados.

e Qs ganchos e tubos de vidro tém de ser descartados, pois estardo contaminados.

e Certifique-se de que o NaCl ¢ mesmo 5§ M. Concentra¢des menores causardo precipitacdo
do DNA ainda no passo inicial de extragdo.

15.1. Introdugiio

Este método é empregado, com sucesso, na extragdo de DNA gendimico de folhas de milho,
mas é aplicavel a numerosas espécies cultivadas. Visto que o DNA ¢ extraido intacto, o extrato pode
entdo ser utilizado em andlises de restrigdo. Todavia, alguns cuidados iniciais sdo importantes. A
qualidade do material vegetal e o modo de colheita sdo cruciais para se obter DNA com integridade
para uso. Se o material estiver estressado, o DNA extraido poderd estar degradado. Plantas
cultivadas em casa de vegetagdo sdo preferiveis aquelas provenientes do campo, por nilo sofrerem (a
nio ser em casos raros) interferéncias de DNA proveniente de contaminages vir6ticas ou
bacterianas.

15.2. Coleta da Amostra

A. Selecione a parte mais jovem da planta, evitando caules e talos. Ndo colete tecidos foliares com
sintomas de doengas, ataques de pragas ou deficiéncias nutricionais.

B. Corte o material com tesoura, limpando as ldminas com toalha de papel entre cortes. Usando
luvas, enrole as laminas foliares {(em torno de 30 g) dentro de tubos de centrifugacdo de
polipropileno de 50 mL. Coloque o material no gelo, imediatamente.

C. Liofilize assim que possivel. Lembre-se de fazer. alguns furos na tampa de cada tubo, para
permitir a saida de dgua durante a liofilizagdo. Ap6s trés dias de liofilizagdo, armazene as
amostras a -80"C. Acondicione conjuntos de tubos em sacos plésticos, para evitar a umidade da
condensagio da 4gua quando o material for manipulado fora do congelador.

D. Mantenha em cultivo as plantas que serviram de fonte para as amostras, até que a analise de DNA
esteja completa. Pode haver necessidade de repeti¢do.

15.3. Moagem

A. Procure obter um pé da amostra o mais fino possivel.
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. Limpe o moinho entre cada moagem, para reduzir contaminagdes. Para isso, remova a tampa e

passe escova apropriada nos componentes, completando o servigo com ar comprimido. O
processo de limpeza € lento e tedioso.

. Use, opcionalmente, um minimoedor elétrico de café, agitando o aparelho durante a moagem. para

desobstruir as 1dminas. Apds 10-15 s de moagem, adapte um espagador na tampa, para reduzir o
espaco de movimentagdo do material. O espagador pode ser feito com isopor, moldado no formato
da tampa e espesso o suficiente para deixar apenas a parte de a¢o inoxidavel da cimara de
moagem livie para movimentacdo. Envolva o isopor com Parafilin, para facilitar posterior
limpeza. Apés colocar o espagador, moa por mais 30 s.

. Triture, opcionalmente, a amostra em gral de porcelana seco a -2"C, para maior controle de

contaminagdo. Use 0.5 g de areia quartzosa € N, liquido no procedimento. Procure ganhar tempo,
processando quatro amostras de cada vez.

. Transfira cada amostra para tubo de centrifugacdo de polipropileno de 16 ml., feche bem a tampa

e armazene a -80"C.

15.4. Procedimento

K.

L.

M.

Este método € uma adaptagdo da técnica recomendada por Hoisington et al. (1988).

. Coloque 300-500 mg de amostra em tubos de polipropileno graduados de 16 mL.
. Adicione 9 mL do tampdo de extra¢do CTAB, misturando o contetido por repetidas inversdes (um

tubo de cada vez). Caso haja formagdo de grumos, use um bastdo de plastico para agilizar o
umedecimento do p6. Faga, no méaximo, seis tubos de cada vez.

. Coloque, imediatamente, os seis tubos em banho-maria a 60°C, durante 45 min, com inversio

ocasional. Deixe repousar, em temperatura ambiente, por 10 min.

. Adicione 4.5 mL de solugdo cloroférmio-octanol 24:1 a cada tubo, misturando o contetido por

inversao, durante 5 min.

. Centrifugue os tubos a 900 x ¢ em temperatura ambiente, por 10 min. Certifique-se de que cada

tubo exibe a formagdo de uma rolha (ou plug) central, formada pelo material vegetal, a qual
separa a fragdo aquosa (situada no topo) e a dos pigmentos (situada no fundo). Poderd haver
deposito de areia quartzosa no fundo do tubo.

Separe, durante a centrifugagdo, novos tubos de polipropileno graduados de 16 mL e coloque, em
cada um deles, 6 mL de isopropanol.

. Transfira, ap6s a centrifugagdo, a fragdo aquosa para os tubos com isopropanol. Descarte os

tubos centrifugados com os residuos.

. Misture os contetidos de cada tubo, fazendo inversio lenta manual de cada um deles. até o DNA

se precipitar, na forma de algodao.

Retire, IMEDIATAMENTE, o DNA do tubo, utilizando um gancho de vidro para cada amostra.
Transfira 0 DNA coletado para tubos de vidro descartéveis de 5 mL com solugdo de NaOAc 0.2 M em
etanol 769 (v/v). Deixe repousar por 10-20 min.

Mergulhe o DNA, durante 5 segundos, em tubo microfiuge (1,5 mL) com | mL de solugdo de
acetato de amoénia 10 mM em etanol 76% (v/v). Ao retirar o DNA, pressione-o levemente contra a
parede do tubo, usando o gancho de vidro, para retirada do excesso de solu¢do (procure secar o
DNA o méximo possivel). Descarte os tubos de vidro usados no passo 1.

Transfira o DNA para tubo microfuge contendo 400 pL de tampdo TE.

Deixe os tubos em agitador lento tipo gangorra, a 4°C. até o dia seguinte. para completar a
dissolucdo do DNA no tampdo TE.

Centrifugue os tubos a 4°C, por 10 min, utilizando a escala mixima da microcentrifuga.
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N. Transfira o sobrenadante para outro tubo microfuge e armazene a 4°C, até a determinagio.

O. Determine o teor de DNA em espectrofotémetro e ajuste a concentragio de todas as amostras para
2,5 ug.uL (ou para a menor concentragio existente no conjunto de amostras).

P. Armazene as amostras a 4°C. O DNA gendmico permanece vidvel por seis meses.

Q. Dilua cada amostra (1:100) em tampdo TE (ou seja, 10 nL. da amostra de DNA + 990 L TE) e

meg¢a a absorbancia em espectrofotdmetro a 260 nm. Para calcular o teor de DNA da amostra. use
a equagdo:

g DNA.mL' = D.0.445 .50. fator de diluicéio

=)

R. Use fator de diluicdo = 100. A divisdo por 5 da expressdo acima corrige contra a presenca de
RNA, sendo vélida para vérias espécies de plantas.

15.5. Reagentes

15.5.1. Tampdo de Extragio CTAB

Estoque Volume (nL) Concentragdo
H-O 146 | 219 292 [ 365 730 -
Tris I M pH7,5 20 30 40 50 100 100 mM
NaCl5 M 28 42 56 70 140 700 mM
EDTA 0,5 M pH 8,0 4 6 8 10 20 10 mM
Total 200 300| 400| 500| 1.000 -
CTAB (g) 2 3 4 5 10 -
BME (g) 2 3 4 5 10 -

* O CTAB e o BME devem ser adicionados somente pouco antes do uso. A solugdo pronta tem de
ser utilizada no mesmo dia.

o A solu¢do-estoque sem CTAB e sem BME pode ser feita em maior escala e armazenada em
temperatura ambiente.

15.5.2. Clorof6rmio-Octanol 24:1

Esloque Volume (mL)
Cloroférmio 240
Octanol 10
Total 250

e O cloroférmio é sensivel & luz - armazene a solugdo em vidro dmbar, ou use folha de aluminio.

15.5.3. NaOAc 0,2 M em Etanol 76% (v/v)

Estoque Volume (mL) [ Concentragdo
Etanol 95% (v/v) 160,00 765 (vIv)
NaOAc3I M 13,33 0,2M
H.O 26,67 -

Total 200,00 -
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15.5.4. NH,OAc 10 mM

Estoque Volume (mL) | Concentragdo
Etanol 95% (v/v) 80,0 760% (v/v)
NH,OAcSM 0,2 0,2M
H.O 19,8 -
Total 100,0 -

15.5.5. Tampdo TE

Estoque Volume (mL) Concentracdo
Tris [ M pH 8,0 0,5 1,0 5 10 mM
EDTA 0,5 M pH 8,0 0,] 0,2 | I mM
H.O 49,4 98,8 494 -
Total 50 100 500 -
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16. POLIRRIBOSSOMOS - ANALISIE QUANTITATIVA

16.1. Introducdo

O crescimento requer a sintese de novas proteinas e existe ampla evidéncia de que esse
processo, medido pela agregagdo de ribossomos em polirribossomos, € rapidamente reduzido em
condigoes de estresse. Da mesma forma, o teor de polirribossomos estd diretamente correlacionado a
intensidade de crescimento.

As folhas das plantas superiores possuem duas classes de ribossomos, caracterizadas pelos
coeficientes de sedimentagdo de 70S e 80S. Por exemplo. cloroplastos isolados possuem o tipo 70S.
os quais se assemelham aos ribossomos de bactérias. Visto que as proteinas para sintese de parede
celular e membrana citoplasmética devem ser sintetizadas em polirribossomos ligados ao reticulo
endoplasimético, ribossomos livres e ribossomos ligados a membranas devem ser separados. para se
comparar sua sensibilidade ao estresse. Neste capitulo, descrevemos o método de Larkins & Davies
(1975), modificado por Mason & Matsuda (1985), para a avaliagdo dos efeitos do choque osmético.
Mais recentemente, o método tem sido utilizado também para o estudo do estresse térmico (Perras &
Sarhan, 1990).

10.2. Extracio

A. Congele as amostras em N, liquido, imediatamente ap6és a coleta.

B. Triture o material a um pé6 fino, em gral de porcelana, usando N, liquido. Conduza as operagses
subsequientes a 0-4°C.

C. Homogeneize o pé obtido (0.2-0,6 g MV) em 10 mL do tampdo N° I e filtre-o em duas camadas
de gaze.

D. Centrifugue o filtrado a 1.000 x g, por 5 min, para sedimentar os ntcleos e residuos celulares.

E. Centrifugue o sobrenadante a 30.000 x g, por 20 min, para separar os ribossomos livres (RL) e
aqueles ligados a membranas (RLM).

F. Colete o sedimento. adicione um volume adequado do tampdo N°I, contendo Triton X-100 L% (v/v)
(faca testes preliminares para determinar os niveis ideais) e centrifugue a 30.000 x g. por 20 min.

G. Adicione Triton X-100 ao sobrenadante do passo E., até obter uma concentracdo de 1% (v/v)
desse detergente, visando isolar os ribossomos totais (RL + RLM). Centrifugue a 30.000 x g, por
20 min.

H. Fracione o sobrenadante obtido com 3 ml. de sacarose 1.5 M com tampdo N°® 2 (faca testes
preliminares para determinar os niveis ideais), e centrifugue a 200.000 x g, por 4 h.

. Ressuspenda o sedimento com ribossomos em tampdo N® 2 e remova substancias insoldveis por
centrifugagdo a 2.000 x g, por 5 min.

J. Armazene o material na forma de gotas congeladas em N, para fracionamentos posteriores.

K. Estime o teor de RNA no preparado, submetendo uma aliquota, dissolvida em SDS 0,5% (p/v)
aquecido, 2 absorbancia de 260 nm (assume-se que | mg.mL"' de RNA apresenta D.O. de 25).

16.3. Tampdces

A. Tampdo N° | | Sacarose (livre de RNase) 250 mM, Tris HCI 200 mM pH 8,5, KCI1 60 mM,
MgCl, 30 mM, DTT 2,5 mM

B. Tampdo N"2 | Tris HCI 40 mM pH 8,5, KCI 20 mM, MgCl, 10 mM, DTT 2,5 mM
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16.4. Fracionamento e Analise de Classes de Tamanhos

e Existem varias abordagens para se conduzir o fracionamento. A seguir, sdo apresentadas duas
alternativas muito utilizadas.

16.4.1. Sedimentac¢Zo em Gradiente Linear de Sacarose

. Cologue 0,5 mL da mistura com ribossomos no topo do gradiente preparado (item 16.7.).

. Transfira os tubos para um rotor pré-congelado (-4°C) e faga a centrifugacdo de sedimentagdo a
38.000 x g, por 2 h. Remova os tubos e faga a montagem para a coleta de gotas.

. Lave o fundo do tubo para remogado de graxa (use detergente e etanol) e faga a secagem.

. Faga um furo no fundo do tubo com uma agulha fina.

. Comece coletando duas ou trés fragdes de gotas. Serdo necessarios 20-30 tubos numerados.

Adicione 1-3 mL de tampdo (volume varidvel, de acordo com o tamanho da cubeta) de

ressuspensdo (item 16.7., passo D.) a cada tubo e faga a leitura da D.O. a 260 nm.

> >
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16.4.2. Eletroforese em Agarose-Acrilamida

A. Fracione ribossomos peletizados e ressuspendidos, por meio de eletroforese em gel composto de
agarose 0.49% (p/v)-acrilamida 2,0% (p/v), de acordo com Dahlberg et al. (1969), ¢ com razdo
acrilamida-bisacrilamida de 24:1.

B. Prepare géis cilindricos de 0,6 x 6,5 cm e mantenha-os, até o dia seguinte, imersos em tampao de
eletroforese (Tris-HCI 25 mM, pH = 8,5; KCI1 50 mM e MgCl, 4 mM) a 4°C.

C. Lave os géis em tampdo fresco, coloque-os em tubos e faga uma pré-corrida por 1 h (30 V,
5mA.gel™), descartando o tampdo.

D. Esfrie os polissomos em gelo e os misture com tampdo de eletroforese, contendo solugdo de
sacarose 5% (p/v)-azul de bromofenol 0,1% (p/v) em quantidade suficiente para proporcionar 20
unidades de D.O. por mL, a 260 nm.

E. Aplique uma aliquota de 20 uL (0,4 unidades de D.O., a 260 nm) em cada gel.

F. Corra os géisa 5 mA.gel” por 4 h a 4°C, substituindo o tampio de corrida a cada hora.

G. Faga as determinages em espectrofotémetro (varredura de cada gel) a 260 nim.

16.5. Analise dos Perfis

A. Identifique as fragdes, obtidas no gradiente de sacarose ou no fracionamento de géis. como M
(monorribossomos + subunidades), S (dimeros, trimeros e tetrdmeros) ou LP (pentimeros e
maiores).

B. Corte cOpias dos perfis € as pese para determinar as relagdes pertinentes.

C. Calcule a fragdo de ribossomos em agregrados polirribossomais (P/T) como (SP + LPY/(M + SP
+ LP).

D. Calcule a fra¢do de polirribossomos presentes na forma de LP (LP/P) como LP/(SP + LP).

16.6. Estimativa do Rendimento de Ribossomos

A. Extraia RL e RLM por centrifugagdo em sacarose 1.5 M a 200.000 x g, por 4 h.

B. Ressuspenda os sedimentos em KOH 0,3 M e hidrolize a 33°C, por 12 h.

C. Neutralize os hidrolisados com 4cido percl6rico, antes de purificar os nucleotideos por
cromatografia de troca ibnica.
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D. Determine o nivel de ribose no extrato pela reagdo do orcinol (Smillie & Krotkov, 1960), usando

adenosina como padrio.

16.7. Preparo do Gradiente de Sacarose

A. Selecione, por peso (diferenga maxima de 10 mg), tubos de pléstico de S mL. Escove os tubos, por

B.

C.

dentro e por fora, com solucdo detergente neutra, enxégiie e faga a secagem.

Coloque os tubos nos grampos dos suportes e adicione 0,5 mL de cada camada de sacarose, na
seguinte ordem: 25,0; 22.5; 20,0; 17,5; 15,0; 12,5; 10,0; 7,5 € 5,0% (p/v).

Verifique se os pesos dos tubos estdo balanceados. Para isso, posicione cada tubo em um béquer
pequeno e faca os ajustes com remogdo da solucdo de sacarose 5% (p/v) com pipeta Pastenr.
Faca com que a diferenc¢a em peso seja inferior a 5 mg.

. Mantenha os tubos (nos béqueres) em refrigerador, de um dia para o outro, para permitir a

difusdo das camadas. Lembre-se de que as solugdes sdo compostas por sacarose (5 a 25% p/v) e
tampdo (5 mM Tris, 7mM acetato de magnésio e 5 mM BME).
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17. LIPIDIOS - EXTRACAO E DETECCAO

17.1. Introducio

Numerosos estudos t€m evidenciado a importancia da compartimentalizagdo como
mecanismo regulador do metabolismo vegetal. Nas células, essa caracteristica é possivel com o
controle da permeabilidade das membranas, em que o perfil de lipidios é um dos fatores
determinantes.

As membranas vegetais contém quatro lipidios anfifilicos principais: monogalactosil-diacil-
glicerol (MGDG) e digalactosil-diacil-glicerol (DGDG), que sdo galactolipidios predominantes nas
membranas dos cloroplastos; e fosfatidil-colina (PC) e fosfatidil-etanolamina (PE), que sdo
fosfolipidios predominantes na membrana celular. Todas as membranas possuem misturas de lipidios
polares, havendo aqueles capazes de espontaneamente se arranjar em camadas duplas (ex. PC e
DGDG) e outros, capazes de assumir fase hexagonal (ex. PE e MGDGQG). Os lipidios possuem PM
relativamente elevado e chegam a representar 7% da MS. Portanto, a sintese de lipidios e sua
sincronia com o surgimento de mecanismos metabdlicos especificos é de interesse considerével.

O objetivo deste capitulo é apresentar algumas técnicas para a extracdo e purificagdo de
lipidios, com base em diversos relatos (ex. Fishwick & Wright 1967, Rouser et al. 1976, Russel &
Harwood 1979 e Nishihara et al, 1980). Adicionalmente, sdo descritos os métodos para condugio de
cromatografia de camada fina para a anélise quantitativa em tubérculos de batata (essencialmente, o
método preconizado por Pelick, 1967) e extragdo e purificagdo a partir do isolamento de membranas
tilaquoides de espinafre (Sprague & Staehelin, 1983).

17.2. Estudo de Lipidios em Membranas Tilaquéides
17.2.1. Tsolamento de Membranas Tilaquéides

A. Homogeneize pecfolos foliares em ligqliidificador (copo de 250 mL) com tampdo de extragdo
(NaH,PO; 0,05M, KCI 0,IM , sacarose 0,3M. pH 7,0) a 4°C. Conduza as operagdes
subseqiientes também a 4°C.

B. Filtre o homogeneizado em gaze e centrifugue-o a 300 x g, por 2 min, para remogdo de células
intactas e residuos maiores.

C. Centrifugue o sobrenadante a 1.000 x g . por 10 min. Conserve o sobrenadante no qual estdo as
membranas tilaquoides.

D. Ressuspenda o sedimento, na propor¢do de 30 mL de tampdo para 300 g MV da amostra, para
facilitar a extragdo de lipidios.

17.2.2. Extragdo de Lipidios

A. Transfira a suspensdo (item 17.2.1., passo D.) para 10 volumes de cloroférmio-metanol (1:2) e
filtre a mistura em quatro camadas de gaze.

B. Lave o residuo com 3,3 volumes de cloroférmio.

C. Combine as fra¢des e adicione cinco volumes de 4gua destilada, de maneira a obter uma
propor¢éo cloroférmio-metanol-dgua de 1:1:0,9.

D. Colete a fra¢io orgénica e lave a fra¢do aquosa duas vezes com um volume de cloroférmio.

E. Combine as fra¢des orgénicas e concentre a mistura em evaporador giratério.
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17.2.3. Purificagdo e Andlise Qualitativa das Classes de Lipidios
A. Faga a separagdo do extrato concentrado de membranas tilaquoides (40-60 mg.mL") em coluna
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cromatografica de 5.5 cm (d.i.) x 6-8 cm (comp.), com 60-70 g de 4cido silicico (Rouser et al..
1976) em solugdo etérea. A coluna poderd receber 0,8-0,9 g do extrato.

. Lave a coluna, ap6s carregamento, com dez volumes de cloroférmio, para remover a maior parte

dos pigmentos.

. Faga as eluigdes conforme segue:

a) de MGDG: com cinco volumes de cloroférmio-acetona (I:1).
b) de DGDG: com 40 volumes de acetona, nas fragdes iniciais, €
¢) de fosfolipidios: com dez volumes de metanol.

. Conduza a identificagdo dos lipidios por TLC em silica gel G, usando cloroférmio-metanol-dgua

(65:25:4) e/ou clorof6rmio-metanol-hidroxido de amdnio concentrado (65:35:5).

. Use vapor de iodo ou borrifa¢do com solugdo de iodo a 1% (p/v) em metanol para localizar

lipidios ndo associados a pigmentos. Esses lipidios, insaturados, aparecerdo como manchas
marrons em fundo amarelo.

3. Estudo de Lipidios em Extratos Vegetais

[7.3.1. Extra¢do Direta

Colete cerca de | g de lamina foliar, esfrie abaixo de 10°C, corte em pedagos e homogeneize em
gral de porcelana contendo 10-15 mL de isopropanol (para desativar enzimas hidroliticas).

. Adicione um volume de clorof6rmio-metanol (1:2).
. Centrifugue (1.000 x g, por 10 min) ou filtre (gaze) o homogeneizado. Conserve o sobrenadante

(ou filtrado) e faga nova extragdo no residuo mais trés vezes, sempre conservando o sobrenadante.

. Combine os extratos e transfira a mistura para um funil de separa¢do. Lave a mistura com 1.5

volume de NaCl 0,9% (p/v) (obtendo uma propor¢ao NaCl-solugdo de lipidios 1:5).
Agite levemente a mistura e deixe-a em repouso até que as camadas se formem.
Centrifugue a mistura a 1.500 x g, por 10 min, se ndo houver formagdo de camadas.

. Colete a camada inferior (cloroférimio) e repita o passo D.
. Reduza o volume da camada de lipidios com N, ou vécuo, até a obtengio de consisténcia oleosa.

e examine uma aliquota da amostra obtida, em placa de TLC.

17.3.2. Separagdo de Acidos Graxos e Lipidios Ndo Saponificados

. Extraia uma aliquota de | g com 25-50 mL de solug¢do de KOH 10 9% (p/v) em etanol 90 9 (v/v).

em banho de vapor (refluxo), por 60 min. Parte dos lipidios sera saponificada.

. Remova o residuo por centrifugagdo a 1.500 x g, por 15 min.
. Adicione dois volumes de dgua destilada ao preparado saponificado.
. Extraia a fragdo de ester6is ndo-saponificdveis com éter de petrleo, em funil de separa¢io (faca

testes preliminares para determinar os niveis ideais).

Acidifique a solugdo (que esta alcalina) com H,SO,4 0,5 N, até atingir um pH em torno de 5.
Extraia os dcidos graxos com éter ou cloroférmio (faga testes preliminares para determinar os
niveis ideais). Seque o exfrato com Na.SQO, anidro.

. Reduza o volume da solug¢do com N, ou vicuo. Examine uma aliquota em placa de TLC.
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174, TL.C

17.4.1. Preparo das Placas

Caso ndo haja placas prontas, estas poderdo ser preparadas, de acordo com a seguinte técnica:

. Misture 5 g de silica gel G, 5 mL de 4gua destilada e 5 mL de etanol, com agita¢io manual

vigorosa. Sem perdas, a mistura é suficiente para quatro placas de 10 x 15 cm”.

. Cubra quatro placas de vidro, com a solucdo, usando um espalhador adequado para distribuir a

silica, em sentido perpendicular & maior dimensdo da placa.

. Deixe as placas secarem em temperatura ambiente. Seque as placas em estufa a 100°C, por 10 min.

Mantenha as placas em dessecador até o uso.

. Submeta, imediatamente antes do uso, as placas a 100°C, por 10 min, para ativagao.
. Evite curvaturas na frente de corrida, fazendo linhas verticais (com uma espatula), antes de

revelar a placa.

17.4.2. Fracionamento em Placa Cromatografica

. Aplique amostra de lipidios 2-3 cm acima da base da placa.
. Aplique, para separag¢do unidirecional de lipidios neutros, os seguintes solventes, em seqiéncia:

éter isopropilico-acido acético (24:1) e petréleo-éter sulfirico-acido acético (90:10:1). A seguinte
separacgdo deverd ser obtida:

a) Fosfolipidios permanecendo na origem,

b) Monogliceridios em Ry préximo a 15,

¢) Digliceridios em R préximo a 50,

d) Trigliceridios em R; pr6ximo a 70, e

e) Carboidratos acompanhando o indicador da corrida.

. Separe os trigliceridios de acordo com seu grau de insaturagdo. Para isso, faga impregnacio da

placa com solugfio de AgNOs: 5% (p/v) e faga a revelagdo com isopropanol-cloroférmio (3:197).
Nas vérias fra¢oes obtidas, o aumento do ndmero de ligagdes duplas (de | para 6) acompanhar
decréscimos no Ry.

. Separe os fosfolipidios utilizando cloroférmio-metanol-acido acético-dgua (170:30:20:7) ou

acetona-benzeno-agua (91:30:8) como solventes.

. Use os seguintes solventes para separar a maioria dos lipidios, em cromatografia bidimensional:

a) Na primeira dire¢do: cloroférmio-metanol-4cido acético-agua (170:25:25:4), e
b) cloroférmio-metanol- NH,OH 7 M (65:30:4),

e Muitos pesquisadores preferem separar as classes de lipidios por meio de cromatografia em

OBSERVACAO

coluna (item 17.2.3, passos A., B. e C.) e entdo analisar cada classe individualmente, em
TLC. Os lipidios neutros serdo eluidos e os galactolipidios e fosfolipidios absorvidos. Apés,
faz-se a elui¢do destes tltimos.
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17.4.3. Notas sobre a Detecgdo

o Os lipidios podem ser detectados, pela borrifa¢do das placas de cromatografia, com as seguintes
classes de corantes:

~  Quemiluminescentes, sob irradiacdo UV: Rhodamine B a 0,5% (p/v), produzem manchas
amarelas ou verdes em fundo cor-de-rosa; e 2”,7 -diclorofluorescina a 0,29 (p/v) em etanol
proporciona manchas verdes fluorescentes, em fundo violeta. Os lipidios ndo sofrem
alteracdes significativas.

- Acido Sulfiirico 25% (p/v), seguido de aquecimento a 230°C: ester6is sdo revelados em
ptrpura-vermelho, glicolipidios em marrom-vermelho, sulfolipidios em vermelho e lipidios
restantes em pardo. O método ndo possui especificidade e destréi as amostras.

Ninidrina: detecta fosfolipidios que contenham etanolamina e serina.

Antrona 0.2% (p/v) em H,SO, concentrado, com aquecimento a 70°C, por 20 min: detecta
sulfolipidios, em colorago violeta, e galactolipidios, em coloragdo verde.

Azul de Bromotimol: os lipidios sdo revelados em manchas ocres, em fundo azul, o qual
muda rapidamente para o amarelo. As manchas continuam visiveis e sua cor pode ser
intensificada, em tom azul, com aplica¢do de vapor de aménia. Todavia. a intensidade de
colora¢do das manchas ndo tem valor quantitativo. Preparo do Azul de Bromotimol: 50 mg
de azul de bromotimol. 1,25 g de 4cido bérico, 8 mL de NaOH [ Ne 112 mL de H>O.

A. Seque as placas e faga borrifagdo com solugdo 4cido sulfirico 50% (v/v) em dicromato de
potdssio 19 (p/v). Trabalhe na capela para exaustdo de gases.

B. Aquega as placas em estufa a 100-120"C, por 25-50 min (ou até a visualizagiio das manchas).

C. Faga borrifagdo com vapor de iodo, solugdo de iodo 19 (p/v) em metanol ou permanganato de
potdssio 19 (p/v), para separar os lipidios insaturados.

D. Faga borrifagdo com a mistura acetato de chumbo (2%, p/v)-sulfeto de aménio (2%, p/v) I:1,
para separar os acidos graxos.

E. Use solugdo de ninidrina 0,3% (p/v) em acetona, para separar os aminolipidios.
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18. SOLUCAO NUTRITIVA DE HOAGLAND

CUIDADOS

* Assolugdes-estoque E, F, G e H somente serdo preparadas para estudos de deficiéncia.
* Ao adicionar cada aliquota de solugdo-estoque ao volume final, agite com bastio.
e Ndo pipete diretamente da solugdo-estoque, para ndo contamind-la com fons que possan

estar na pipeta. Em vez disso, coloque um pouco da solug@o-estoque em um pequeno béquer
e proceda entdo com a pipetagem.

18.1. Introducio

O cultivo de plantas superiores em ineio liquido tem permitido grandes progressos no
conhecimento da nutricdo de plantas e, mais recentemente, das reagdes imediatas ao choque
osmoético. Embora meios liquidos de cultivo estejam em uso desde o século XVII, a formulagdo de
Hoagland ¢ colaboradores, baseada nas propor¢des de nutrientes presentes nos extratos aquosos de
solos férteis da Califérnia e modificada para suprir as necessidades do tomateiro (Lycopersicon
esculentum Mill), tornou-se a de uso mais consagrado. Variagdes dessa técnica incluem a
hidroponia, na qual as raizes ficam submersas em solugdo nutritiva recirculante, € o cultivo em meio
sélido agregado (por exemplo, areia, cascalho ou vermiculita), o qual € irrigado com a solugdo. Neste
capitulo sdo apresentadas técnicas para o preparo da solugdo nutritiva de Hoagland.

18.2. Preparo das Solugdes-Iistoque

TABELA 6. Solugoes-estoque para preparo da solugdo nutritiva de Hoagland (adaptado de Hoagland
& Arnon, 1938)*,

Solugdo-estoque Composto Concentragdo  Quantidade Volume necessério
(gLh para 20 litros (mL)
A Ca(NQO1)».4H,0 1,0 M 236,1 100
B KNOa I,O0M 101,1 100
C MgS0.4.7HO 1,0 M 246,4 40
D KH,PO, 1,O0M 136,1 20
E (p/ deficiéncias)  Ca(H.PO.)..H:0 00l M 2,52
F (p/ deficiéncias) K-S0, 0,5M 87.2
G (p/ deficiéncias) CaS0,4.2H,0 0,01 M 1,72
H (p/ deficiéncias) Mg(NO,)».6H0 1.0M 2564 -
1 Microelementos 20
CuS0,.5H.0 0,08
H:BOs 2,86
HJMOO;;.HQO 0,09
MnCl;.4HgO 1,81
ZnS0,.7H.0 0,22
J FeEDTA Vide instru¢des abaixo 20

* A recomendaco original inclui a adigdo de tartarato de ferro (0.5%, p/v) a 1 mL.L", a cada duas
semanas. Todavia, desde a década de 50, o uso de quelatos, como o FeEDTA, tem prevalecido.
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18.3. Preparo do Quelato de Ferro

e Os céitions de Fe sdo relativamente insoliveis em solu¢des nutritivas, quando fornecidos como
sais inorganicos (especialmente em pH pr6ximo a 5). Eles reagem com a hidroxila e se
precipitam em 6xidos insoliveis. Por isso, principalmente cereais € gramas nao conseguem
absorver Fe em quantidade suficiente.

e [Uma alternativa é o uso de quelatos. Todavia, formula¢des como a de Jacobson (1951) (Fe-
EDTA) causam queda no pH e nem todo o Fe necessério é quelatinizado (a corregdio do pH ndo é
rapida o suficiente para prevenir perdas). Além disso, o FeEDTA adiciona S e K,
comprometendo estudos de deficiéncia mineral. Por isso, o método de Steiner & Van Winden
(1970) tem se consagrado para o preparo do FeEDTA.

A. Dissolva 26,2 g de EDTA em 500 mL de dgua a 70°C com:
279,8 mL de KOH I N opgéo 1
283,6 mLde KOH I N  opg¢éo 2

B. Dissolva, em 300 mL de 4gua a 70°C:
24,9 g de FeSO,.7H,O op¢ao 1
17,8 g de FeCl».4H-O opgdo 2

C. Misture A. e B., adicione dgua até 950 mL (a 50°C) e submeta & aeragdo vigorosa, por cerca de
2 h. Complete o volume para 1.000 mL, com 4gua. O pH deveré estar em torno de 5,5 e a
concentragio serd de 5.000 mg de Fe.L™' (ou 286,6 meq Fe*', ou 89,5 moles de Fe).

CUIDADOS

» Na prética, uma dificuldade € conseguir que o sulfato ferroso se dissolva, visto que ele
produz um precipitado de Fe(OH).. Para solucionar o problema, o sulfato ferroso deve ser
dissolvido em 4gua com 4 mL de H.SO, | N, antes de ser adicionado & solu¢io com EDTA ¢
KOH.

e Um bom indicativo de que todo o Fe foi quelatinizado € a coloragdo da solugdo, a qual deve
ser marrom-amarelada (ou avermelhada) escura.

18.4. Preparo de Na I'eEDTA

e Alguns pesquisadores preferem o sal dissodico de EDTA. Essa op¢do somente ¢ vélida para
estudos em que a auséncia de Na* ndo seja necesséria.

A. Dissolva 33,3 g de Na,;EDTA em 500 mL de 4gua a 30°C com:
(00,4 mL de NaOH IN opgido 1
103,0 mL de NaOH IN opgao 2

B. Adicione 4gua até 950 mL (a 50°C), submetendo-a 4 aerag¢do vigorosa por cerca de 12 horas.
Complete o volume para 1.000 mL. com 4gua. O pH deverd estar em torno de 5,5 e a
concentracdo de Fe similar 2 do item 18.3.
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OBSERVACAO

e O pH dos 20 L da solugéo deve estar entre 5,0 € 6,0.

e Ajuste o pH, conforme necessério, com HC1 0,1 N ou KOH 0,1 N. Use NaOH. 0,1 N para a
solugdo com deficiéncia de K.

* Alguns autores preparam quelatos de NH," (vide Steiner & Van Winden, 1970).

18.5. Estudos de Deficiéneia

e Os volumes de cada solugfio-estoque a serem adicionados para a condug¢do de estudos de
deficiéncia mineral (Ross, [974) sdo apresentados na tabela 7. As deficiéncias de elementos nio-
listados podem ser obtidas pela supressdo de cada um deles no preparo da solugdo.

TABELA 7. Volume de cada solugdo-estoque (mL) a ser usado para o preparo de 4 L de solugdo
nutritiva completa ou com deficiéncia de elementos™.

Solugdo A B C D E F G H 1 J
Completa 20 20 8 4 0 0 0 0 4 4
-K 30 0 8 0 200 0 0O 0 4 4

-P 30 0 8 0 0 80 0O 0 4 4

- Ca 0 60 8 4 0 0 0O 0 4 4

-N 0 0O 2 0 200 8 80 0 4 4

-Mg 20 20 0O 4 0 40 0O 0 4 4

-S 20 20 0 4 0 0 o 2 4 4

-Fe 20 20 8 4 0 0 0O 0 4 0

* Para a deficiéncia de S, a solug@o-estoque J deve ser preparada pela opgiio 2
(02) (item 18.4., passo A.).

18.6. Alterag¢oes no pH

e Um problema da solugdo nutritiva € a tendéncia de mudanga do pH, a medida que as plantas
crescem (Fritz, 1983). O pH inicial se alcaliniza, porque as pléntulas, em crescimento intenso,
absorvem Aanions (nitrato, fosfato e sulfato) em intensidade maior do que os cdtions (potéssio,
célcio e magnésio). Visto que os dnions absorvidos sdo substituidos por fons hidroxila da planta
(ou bicarbonato, produzido pela respiragdo), o pH sobe. Como o cultivo 6timo para a maioria
das espécies ocorre em pH de 5 a 7, este deve ser corrigido. As seguintes estratégias podem ser
empregadas:

A. Adicione 4cido ou base forte, conforme necessério.

B. Substitua a solu¢do em uso por uma nova, diariamente ou semanalmente (para trabalhos de
pequeno porte, em laboratério).

C. Formule a solugdo com suprimento de nitrogénio em duas formas inorgénicas: NH," e NO;. A
aménia, ao ser removida pela planta, serd substituida por H" e o nitrato, por OH’, desacelerando
as mudanc¢as no pH. Ocorrerd também a formagdo de hidroxido de amoénia, que agird como
tampdo, por ser fracamente ionizado.
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OBSERVACAO

e Em estudos para a avaliagdo de crescimento de plantulas em laboratério, a solugio é
colocada em recipientes de -2 L, com aeragdo proporcionada por compressor de aquério.
O nivel da solugéio no recipiente € marcado com tinta permanente e diariamente completado
com agua destilada.

18.7. Hoagland Modificada

e Sdo comuns altera¢es no método de Hoagland. Por exemplo. em estudos de choque osmético em
Cucurbita pepo L., Vigna unguiculaia (L.) Walp., Vigna mungo L., Phaseolus vuigaris L. e
Pisumn sativim L. (Passos, 1989). foi usada a adaptagio apresentada na tabela 8.

TABELA 8. Solu¢do de Hoagland Meia-For¢a Modificada.

Solu¢do-estoque Composto Concentragdo  Quantidade  Volume necessario
gL para 20 litros (inL.)
A Ca(NO1)2.4H-0 I5M 354,15 20
B KNO: [LOM 101,10 20
D KH,PO, 1,0M 136,10 20
E K:HPO, I,O0M 228,20 20
I Micromix™ Microelementos Composto 20
CUC]].ZHQO 0,075
H:BO: 3,750
MoO; 0,075
MnCl,.4H,0 2.250
ZnSO,4.7H-0 0,330
J Chel 128 Geigy™  Quelato de Fe 0.015 0.30 g adicionados

ao volume final
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19. XILEMA - ANALISE DA EXSUDACAO

CUIDADOS

e As laminas de vidro devem estar absolutamente limpas.
e Cuidado para ndo contaminar os reagentes uns com os outros.

* Procure colocar as cinco gotas sempre na mesma ordem e em posi¢des similares entre placas,
para facilitar as comparagdes entre fotos.

19.1. Introducio

E possivel que cultivares de uma mesma espécie. ou tratamentos distintos de um

experimento, difiram no teor idnico da seiva no xilema, como decorréncia de diferengas no potencial
de absorgdo i0nica. Neste capitulo, € descrita uma técnica (adaptada de Ross, 1974) para a andlise da
composi¢do idnica da exsudagdo do xilema. A partir da comparagiio com o controle. notas poderdo
ser dacdas a cada cultivar ou tratamento.

19.2. Procedimento

A.

Q

Coloque o vaso com a planta a ser analisada sobre uma bandeja de plastico com dgua. O solo
deve ser mantido imido até que a exsudagdo tenha sido coletada.

. Corte o caule da planta herbicea a ser estudada (recentemente adubada) cerca de 20 cm acima do

nivel do solo.

. Conecte um tubo flexfvel de latex (de cerca de 7 cm de comprimento) a ponta do caule € amarre-o

firmemente.

. Introduza um tubo capilar de vidro, parede grossa (de cerca de 25 cm de comprimento, dobraco

em forma de U - 7 + 10 + 8 ¢cm), na extremidade do tubo de 1itex, de maneira a obter uma
conexdo hermética (amarre com arame, caso necessdrio - vide figura 7).

. Introduza a outra extremidade do tubo capilar em um cilindro graduado de [0 mL e feche,

hermeticamente, a boca do conjunto cilindro-capilaridade de vidro com Pearafilm ou filme
plastico. Dessa forina, a exsudacdo do xilema serd coletada no cilindro graduado sem que haja
evaporagdo suficiente para causar mudangas substanciais em sua concentragao.

. Registre o volume da exsudagdo coletada no cilindro, apés 48 h.
. Coloque em uma lamina de vidro para microscépio. separadamente, uma gota de cada uma das

seguintes solu¢des aquosas:
a)MgCl,0.2 M

l)) ](3SO4 0.2M
¢)Na,HPO, 0.2 M
d)CaCl-0,2M
e)Ca(NO).0,2 M

. Coloque 400 nl. do reagente de magnésio em (a). Um precipitado de NH;MgPO,.6H,O se

formard, indicando resultado positivo para fons de magnésio.
Coloque 400 pL da solugdo BaCl, 0,2 M em (b). Um precipitado branco (K,SO.) indicara a
presenga de fons de sulfato.
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J. Cologue 400 1L do reagente de molibdato de aménio em (c). A formagdo de precipitado amarelo,
(NH,):PO..12Mo004, indicard a presenga de fosfato.

K. Coloque 400 pL de 4cido sulfirico 1M em (d). Um precipitado branco. CaSO,, indicard a

presenca de calcio.

I.. Coloque 400 pL do reagente de nitrato em (e). Uma coloragdo azul ou purpura indicard a
presenca de fons de nitrato.

.Fotografe as cinco gotas na placa.

. Transfira | mL da exsudagdo do xilema para outra lamina de vidro para microsc6pio € repita os
passos de H. a M. Observe os resultados com cuidado, pois as intensidades serdo bem menores
que nos controles. Registre a presenga ou auséncia de reagdes.

O. Fotografe a placa. Por ultimo, compare as fotografias do controle e da exsudagio.

Z =

tubo capilar

Figura 7. Montagem experimental para coleta de exsudagio do xilema (adaptado e Ross, 1974).

19.3. Reagentes

Reagente de Magnésio Dissolva 30 g de NH,Cl, 0,1 g de Na:PO, e 2.5 mL de
NH,OH em H.0, completando o volume para |00 mL.
Reagente de Molibdato de Amoénio | Dissolva [5 g de (NH.)Mo070-.4H-O em 100 mL de
agua e adicione esta solugdo a 100 mL de uma solugdo
aquosa com 46,5 mL de HNO. concentrado. Espere a
suspensdo decantar e use o sobrenadante.

Reagente de Nitrato Dissolva 1 g de difenilamina em 100 mL de H.SO,
concentrado.
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19.4. Testes Adicionais

Molhe um circulo (0.7 cm de didmetro) de papel-filtro tipo Whatman N° | ou 2 com uma
aliquota da exsudagdo (verifique o volume necessério) € meg¢a o potencial osmético em
osmémetro ou cadmara psicrométrica de termopar.

Coloque 400 1L da exsudagdo em um pedago de papel de filtro, espere até secar, e aplique sobre
ela um spray de solugdo de ninidrina a 0.3% (p/v) em etanol 95% (v/v). Aquega o papel com a
amostra na capela, para evaporar o etanol € acelerar a reagdo. Uma coloragdo purpura indicard a
presenga de aminodcidos ou amidas na exsudagio.

19.5. Método da Pressurizacio para a Coleta da Exsudacio do Xilema

Este método foi desenvolvido por Else et al. (1995), para a coleta de seiva em Iycopersicon
esculentun Hill,

. Faca a decapitag¢do das plantas pouco abaixo do né dos cotilédones, com Jamina bem afiada.
. Introduza, imediatamente, a por¢do remanescente do caule em um tubo de latex de 20 mm de

comprimento.

. Tape a extremidade do tubo com uma rolha de borracha, contendo perfuragdo central. pela qual

passa um tubo de silicone (I mm d.i.) de 70 mm de comprimento. Conecte o tubo de silicone a
. A , . . ” . -6 k]
uma torneira de trés saidas e conecte esta a uma seringa hipodérmicade 5x 107 m",

. Coloque a montagem experimental dentro de uima cimara de pressdo. especificamente adaptada

para coletar a seiva expressa do corte no caule.

Use ar comprimido ou Nj livre de O, para pressurizar (0,02-0,4 MPa) o sistema radicular, em
amplitude de fluxos que inclua a taxa de transpira¢do de plantas inteiras e intactas.

Colete a seiva. a cada pressdo aplicada, por 10 min, em tubos de microcentrifuga (1.5 mL).

. Descarte os 200 mm" iniciais da esxudagio, para evitar contaminago.
. Pese imediatamente as amostras da exsudagdo e as congele (- 20°C), para posterior andlise.
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20. PULSO DIE CALOR

CUIDADOS

e Mantenha a fonte de calor (ponta do fio proveniente da fonte de energia) a. no minimo.
20 mm de distancia da microssonda.

e Flutuagdes térmicas em volta da microssonda podem ser minimizadas pelo uso de fita
isolante em volta do conjunto microssonda-folha, com cuidado para niio causar dano ao
tecido.

e A transpiragdo pode ser regulada pelo ajuste da intensidade luminosa na cimara, ou pela
adigdo de solugdes osmoticas moderadas (NaCl ou PEG) ao meio de cultivo.

20.1, Introdugao

A técnica do pulso de calor possui muitas aplicagées e uma das mais importantes é a
determinagdo das rotas de fluxo hidrico em tecidos vegetais. O pulso de calor pode ainda ser usado
para examinar as relagdes entre o fluxo da seiva nos tecidos € a taxa de transpira¢do (espera-se uma
relagao linear positiva). assim como suas variagdes diurnas e dependéncia com relagio 2 densidade
de plantas e luminosidacle incidente. Tateno (1985) verificou valores de velocidade do fluxo de seiva
enlrc 0.1 e 11 em.h', para variagdes correspondentes na transpiragio. da ordem de 3 a 16 mg
H-O.dm™.min™, em Echinochloa utilis Ohwi et Yabuno. Sorghum bicolor L. Moench e Zea mavys L.

O objetivo deste capitulo é apresentar uma descrigdo do método de pulso de calor. pelo qual
as plantas a serem estudadas devem ser cultivadas em condigdes controladas. em virlude da
necessidade de se regular a temperatura e a transpiragao.

20.2. Procedimento

e [sse método foi empregado por Rayan & Matsuda (1988) em plantulas de cevada com cinco dias
de idade, cultivadas a 25-28"C. sob dois regimes de luminosidade: 200 e 400 jimol.m™.s™".

A. Posicione uma microssonda de termopar, conectada a um termémetro digifal. na base da primeira
folha a uma distincia conhecida (25 a 45 mm) do ponto de ligagcdo com a semente.

B. Aplique pulsos de calor (0,2 s). gerados por uma fonte de energiade 16 Ve 2 A DC.

C. A corrente geradora do pulso de calor é passada por um fio de 0.3 mmd.e. e 100 mm de comprimento.
o qual é dobrado de forma a envolver o limbo foliar, ficando de 2 a 3 mm distante da superficie foliar.
Geralmente. o fio enrolado € posicionado no limbo ja expandido, de 20 a 30 mm acima da
microssonda.

OBSERVACAQ

e Esse pulso nio causa danos e proporciona um aumento instantdneo de 10.0°C na regido em
que é aplicado. Subseqiientemente. um aumento de temperatura da ordem de até .5°C ¢
detectado a 10 mm (ou mais) de distincia.
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D. Monitore as velocidades de transferéncia de calor. com base em incrementos de 0,1°C na
temperatura.

20.3. Referéncias Bibliograficas
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21. POTENCIAL IONICO DA MIEMBRANA CELULAR - DETERMINACAQ

21.1. Introducao

A fisiologia dos estdmatos possui a caracteristica singular da acumulagio e perda de solutos
inorganicos (normalmente, potéassio e cloro) nas duas células que circundam a cavidade dos
estomatos (células-guardas). Visto que estas células nio possuem plasmodesmata funcionais, as
mudangas de concentragdio envolvem o transporte idnico através da membrana celular. Existe hoje
um consenso de que essas membranas possuem uma bomba de extrusdo de prétons (H*-ATPasc).
capaz de gerar um potencial elétrico para a difusdo de K* na célula (Zeiger, 1982).

Portanto. avaliagdes do potencial i6nico da membrana celular sao relevantes para
caracterizar a fisiologia dos estomatos de uma espécie. Neste capitulo. € apresentado o método
proposto por Blatt (1987) para substanciar o conceito de que apenas a difusio de K' (ou
bombeamento de H") pode explicar as mudancas nos niveis de K" nas células-guardas de folhas de
Vicia fuba L.

A abordagem descrita é também valida para comparar as propriedades elétricas das céiulas-
guardas de uma espécie dquelas de outras espécies. ja conhecidas: verificar a seletividade i6nica das
células (ex. seletividade para K* em detrimento do Na* - razdo de permeabilidade Py./Px): verificar a
resposta ao pH externo (na faixa 4,5-7.4) e examinar a resposta ao Ca™ e ao CO,. Essas avaliagoes
sdo relevantes para a elucidagdo do mecanismo primério de transporte de carga elétrica na membrana
citoplasinética das células-guardas e para o préprio entendimento dos mecanismos de transporte de
K* durante os movimentos dos estématos.

21.2. Cultivo das Plantas ¢ Preparo do Tecido

A. Cultive as plantas em solugdo nutritiva aerada. sob 16 h de Iuz: 8 h de escuro. Use iluminagio
artificial de lampadas fluorescentes de 50 W tipo Cool White e (irolny e 1ampadas incandescentes
de 60 W (PAR de 0.4 mmol.m™). Mantenha a temperatura a 16-20°C.

B. Colete as folhas mais jovens. ja totalmente expandidas. de plantas com 3-6 semanas de idade. no
inicio do perfodo luminoso.

C. Remova tiras da epiderme foliar abaxial, as quais serdo os tecidos a serem estudados.

D. Coloque o tecido. com a superficie da cuticula para cima (sob iluminagdo ambiente), em tampdo
Ca"™-HEPES 5 mM. KCI | mM. pH 7.4 (Ca™ = | mM). por 1-2 h. antes de monti-lo na camara
experimental.

21.3. Camara Ikxperimental

A. Monitore todas as operagdes em microscépio, sob magnificagdo 400 X e iluminagio de campo
brilhante (lampada 16 W de tungsténio-halogénio). com filtro de calor de 4 mm tipo KG1. Nao ha
necessidade de se controlar a luz de fundo. a nio ser durante as medigdes da abertura dos
estdmatos. Nesse caso, use gaiola de Faraday e filtro de interferéncia (meio-comprimento de onda.
23 nm, luz incidente de. aproximadamente, 2umolm™s’, a 554 nm). Esse procedimento
minimizard a exposi¢do aos comprimentos de onda azul e vermelho, durante os breves periodos de
coleta de dados.

B. Conduza as penetragdes dos microeletrodos e medicées de abertura dos estdmatos com o tecido
montado em uma camara retangular de 35 x 5 x 3 mm. a ser construica da seguinte forma:

a) Afixe um bloco de aco inoxidavel em cada extremidade de uma lamina (de vidro) de
Mmicroscopio.
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b) Coloque uma tnica tira de epiderme, com a cuticula virada para baixo, em uma laminula de
vidro de 18 x 3 mm".

¢) Encaixe o conjunto laminula-tira de epiderme entre os dois blocos de ago inoxidavel na lamina
de microscépio, no sentido do maior comprimento, por sobre pedagos de lamina de
microsc6pio (de vidro, cada qual com 2 min®), e fixe-o com parafina, nos dois pontos de
contato com 0s blocos.

d) Coloque um pedago de laminula de vidro de 50 x 50 mm” no topo dos dois blocos de ago.
cobrindo o espaco remanescente. Esta serd a cobertura da camara, deixando duas aberturas.
para se ter acesso & amostra. Esta montagem pode ser feitaem 30 s.

e) Mantenha o tecido coberto por 300 uL da solugio Ca™-HEPES, KCl, durante o estudo.

f) Complete o volume da cAmara com solugdo e fixe-a a uma armagdo de suporte com isolamento
elétrico. a qual seja encaixavel no carro (stage mecanico) do microscopio.

C. Monte o conjunto laminula-tecido em um angulo de. aproximacdamente, 55" com relagdo ao €ixo
Stico do microscoépio.

D. Conduza as medi¢des de aberfura dos estématos com o tecido colocado horizontalmente (posi¢do
normal, com relagdo ao eixo 6tico).

E. Introduza as solugdes de banho pela abertura frontal. por meio de uma seringa com agulha. fanto
para a penetragdo do microeletrodo quanto para a medigdo da abertura dos estdmatos. Faga a
remogio dessas solugdes pela abertura oposta, por aspiragdo. O ideal € manter um fluxo continuo,
enquanto o experimento durar. Ajuste a vazdo do fluxo para cerca de S mL.min" (ou seja. 10
volumes da camara por minuto).

F. Efetue as manipulagdes com um micromanipulador, no qual as sondas do pré-amplificador ja
estejam encaixadas.

G. Afixe. para prevenir interferéncias, o conjunto microscpio-micromanipulador sobre uma mesa de
flutuagdo a gds. de maneira que os eletrodos possam ser inseridos na camara de um lado que
esteja normal ao eixo 6tico. Coloque o aparato inteiro em uma gaiola de Faraday.

21.4. Microeletrodos

A. Prepare os microeletrodos no aparato préprio (microelectrode puller), a partir de tubos capilares
de borossilicato de se¢do transversal triangular (1,2 mm aliura. 0,25 mm espessura) ou circular
com fibra interna para enchimento (I mm d.e., 0,59 mm d.i.). Observe que, em todas as
pcnetragdes. serao empregados microeletrodos de cilindro duplo, conforme Blatt & Slayman
(1983).

B. Substitua o pino do torno por um grampo movido por mola e motor DC, acionado a 20 rpm, e
insira um interruptor manual no circuito solenéide.

C. Confeccione os microeletrodos a partir de pares de tubos capilares, da seguinte maneira:

a) Abra o circuito solendide do puller, aqueca o vidro, tor¢a o par em 360" e deixe esfriar.
1) Reconecte o circuito solendide e inicie outro ciclo. Separe os cilindros dos microeletrodos atris
da haste, por meio de aquecimento em uma pequena chamade gés.

OBSERVACAO
* Os diamelros das pontas serdo menores que 0,4 pun (confira, por inspe¢do a 1.000 X). A
resisténcia dos microeletrodos, em solucio KCI | M., devera estar entre 40 e 70 Mohm.
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D. Complete os volumes dos microeletrodos com solucdo de cloreto de potassio (O.1. | ou 3 M),
sulfato de potassio 0.1 M ou acetato de potassio 50 ou 200 mM (esta dltima preparada por
titulagdo de solugdo de acido acético com KOH, até atingir-se pH 7,2).

21.5. Eletronica

A. Conecte os cilindros dos microeletrodos, via meias-células de KCI 1Ag-AgCl | M, as entradas e
dois amplificadores eletronicos (impedéancia de entrada maior que 2.10'* ohm). equipados com
circuitos de ponte e alga para passagem da corrente,

B. Empregue uma ponte KCl-agar | M e meia-célula adaptavel KCIIAg-AgCl | M como banho para
o microeletrodo. o qual deve ser inserido na cdmara experimental a favor da corrente da solugio.

C. Monitore a corrente no sinal de voltagem do amplificador. A passagem de corrente devera ser
independente da resisténcia do eletrodo e ndo precisard ser retificada (verifique a passagem de
corrente, ocasionalmente, com um conversor de corrente para voltagem, com ferra virtual).

D. Mega a resisténcia de entrada, usando um ou dois microeletrodos. Use um microeletrodo para
passar a corrente ¢ ambos para medir a voltagem. Blatt (1987) recomenda esse procedimento para
evitar problemas em razdo de mudangas na resisténcia da ponte do microeletrodo durante
penetracdes com ¢ uso apenas de wm microeletrodo.

E. Faga medigoes com os grampos de voltagem e de corrente para obter o valor de Ri,. Em medicdes
de potencial livre (sem penetragdo), a voltagem ndo deverd ultrapassar 30 mV. Use o grampo de
corrente para aplicar pulsos de corrente bipolar de 0,5-1,0 s de duragdo, a intervalos de 8-10 s.
Valores deverdo oscilar em tormo de 20 pA.

OBSERVACAQ

e Os dados dos grampos de corrente e de voltagem poderdo ser transferidos para um
computador, desde que equipado com um conversor de 30 kHz analégico — digital e dois
conversores digital — analégico. Os dados poderdc ser manipulados por um programa
multitarefa. Como alternativa, os valores de corrente e voltagem poderdo ser exibidos em
osciloscoOpio e registrados em registrador de cartela com duas canetas.

» [spera-se que os potenciais livies (ou seja. os potenciais nas pontas dos microeletrodos)
medidos antes a ap6s cada penetragdo ndo difiram em mais de 5 mV. Medigoes que resultem
em diferengas maiores devem ser descartadas.

e O potencial da célula-guarda € a diferenga entre o valor medido na célula e o circuito terra.

F. Calcule a condutincia especifica (G,,) e a resisténcia (R,,) da drea da superficie celular (A), a qual
¢ obtida pela medigdo das dimensdes das células-guardas com um micrébmetro ocular. Assumindo
que a distribuicdo de corrente € uniforme, use a seguinte expressdo:

1 1 I

Gn= Ry R A AVeem.d.l

Em que:
AV,, = voltagem obtida com a medi¢do do potencial livie
[. = corrente do grampo de corrente
d. I = dimensdcs ortogonais da célula (d = didmetro e | = comprimento)
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21.6. Iixperimentagao

A. Registre o didmetro, comprimento. volume e volume vacuolar (%) das células-guardas.

B. Efetue a penetrag@do do microeletrodo na célula-guarda, da seguinte maneira: avance o
microeletrodo horizontalmente na célula-guarda escolhida, certificando-se de que esteja em foco
na ocular do microscépio. A penetraciio estard bem feita quando a superficie celular inicialmente
ceder A pressdo da ponta do microeletrodo e, depois, repentinamente, voltar & posi¢do original, na
medida em que a ponta estiver penetrando. O tubo capilar triangular ¢ melhor do que o
cilindrico para esse tipo de trabalho.

OBSERVACAQ

e Apesar da resolugio do microscépio ndo permitir a visualizagdo de onde a ponta do
microeletrodo realmente estd (membrana, citoplasma ou vacdolo). o contato elétrico com a
superficie celular (caracterizado por uma mudanga negativa no potencial) ocorre antes da
penetragdo, quando a ponta do microeletrodo atinge uma proximidade de cerca de 1,0 um da
célula.

e Assume-se que a membrana celular domina as propriedades elétricas da eélula,
independente da localizagédo da ponta do microeletrodo.

* A duragdo de cada penetragdo pode variar de 40 a 60 min, sendo terminada pelo operador.

* A passagem da ponta do microeletrodo pela célula é caracterizada por uma queda brusca no
potencial da membrana (ou seja, mudanga para um valor menos negativo).

o EmV. fuba, o enchimento dos microeletrodos com solugdes convencionais (KCl 1-3 M), em
células banhadas com KCI1 0,1 mM, Ca™ | mM, pH 7.4. ocasiona uma reduqdo no potencial
medido. em 2-5 min, para cerca de - 30 mV, e da resisténcia para menos de 0.2 kohm.cm™.
Em contraste, células penetradas com microeletrodos que contém K'-acetato 50-200 mM
geram valores proximos a - 180 mV (potencial) e 106 kohm.cm™ (resisténcia). Essas redugoes
sdo atribuidas & ocorréncia de vazamento de CI” dos microeletrodos (causado pelo Ca*™ das
solugdes externas), quando a concentragdo de KCl da solu¢do de enchimento é elevada.
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o A transpiragdio é afetada por numerosas varidveis ambientais e biol6gicas. dificultando
sobremaneira a reprodugdo de dados. mesmo em condigdes experimentais similares.

22.1. Introducgio

A absor¢do e o fluxo de dgua nas plantas sdo regulados por um gradiente de ., o qual é
proveniente de um déficit hidrico nas folhas. Esse déficit é causado pela diferenca entre a agua
transpirada e a absorvida, evidenciando a importancia de se conhecer a transpiragao.

Existem numerosas abordagens para se estimar a abertura dos estdmatos € a taxa de
transpiragdo, cada qual com vantagens e desvantagens (vide revisdes de Siavik 1974 e Meidner
1981). Para consideragdes tedricas visando a construgdo de porémetros, vide Parkinson (1985).

Existem duas grandes categorias para a medigao da taxa transpiratéria; microscopia e
condutincia. A primeira tem a vantagem de permitir micrografias, mas é muito afetada pela excisio e
subscgiiente manuseio das amostras. A segunda engloba as determinagdes in sifin (€x. pordémetros) e
apresenta o beneficio de medir, quantitativamente, a condutincia coletiva de milhares de estématos
em tecidos intactos.

As técnicas porométricas baseiam-se na passagem de gases através do tecido ou na saida de
vapor d'agua da folha, por difusdo ou pressio artificial. Os porémetros de franspiracdo e os de
difusdo dindmica, por serem aplicaveis a tecidos intactos, sdo os mais usados.

Os porémetros de transpiragdo medem a quantidade de vapor d'dgua liberada por unidade de
drea foliar por unidade de tempo. Existem dois diferentes principios: (a) o nivel de vapor d’dgua é
medido na corrente de ar que passa pela folha. a uma dada U.R.. e (b) difusdo em fluxo continno de
estaclo esidvel: a corrente de ar € ajustada para manter a densidade de vapor constante, em um nivel
determinaclo (Beardsell et al. 1972 e Bingham & Coyne 1977). A folha deve ser isolada em uma
cimara e exposta a uma corrente de ar seco. Adicionalmente, existem versdes em que a camara é
confeccionada em dimensdes suficientes para medir a transpiragdo de plantas inteiras, ou de dosséis
(ex. Daley et al., 1984). Em oposi¢do a sua precisdo, a calibracdo dessa classe de aparelhos em
unidades de resisténcia ou condutincia é muito complexa, requerendo aparelhagem sofisticada.
Camaras permutdveis permitem o estudo de folhas de diferentes forimatos e tamanhos.

Os porémetros de difusdo dindmica possuem uma cdmara com sensor de umidacde, a qual é
selada na superficie foliar. Nos modelos mais recentes. o equilibrio com o tecido € atingido a partir
da umidade existente (em vez de passagem de ar seco). A umidade da cimara aumenta, devido 2
transpiragdo, € o tempo gasto para alterar essa umidade em uma quantidade fixa € registrado. Alguns
modelos possuem operagdo automatica, com ciclagen repetitiva de secagem/umidificagdo. Esses
aparelhos requerem calibragdes periddicas, empregando-se cartdo perfurado com poros de diametros
variados. A cAmara do cabe¢ote do sensor pode ser usada em folhas de variados formatos e
tamanhos.

Alguns modelos atuais de porémetros de difusdo, tanto em fluxo continuo de estado estavel
quanto dinfmica, incorporam facilidades, tais como microprocessador, para calculos imediatos e
armazenagem de dados e interface para impressora ou computador. Além disso. por serem portateis e
terem bateria recarregdvel. propiciam rapidas medicoes in sifn em areas experimentais.
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Neste capitulo sdo descritos os seguintes aparatos para a medigao da taxa transpiratoria:

potémetro. lisimetro de pesagem. porémetro de estado estavel e pordmetro de difusdo dindmica. A
condutincia estomatica pode também ser determinada por medidores de FS (capitulo 28).

22.2. Potdbmetro

A w >

H.

—

zZZC R

O potdmetro € um artefato simples que mede a absor¢do de dgua pela planta. Se assumirmos que
nido existe dgua de reserva nos tecidos e que ndo ocorre expansdo celular (pressupostos
relativamente validos para intervalos de poucas horas), a absor¢do € a perda de agua serdo
equivalentes. Determinado-se a perda de dgua, a area foliar total e o gradiente hidrico, € possivel
calcular a resisténcia total 4 perda de 4gua. O uso de plantas cultivadas em solugdo nutritiva
permite a obtengdo de sistemas fechados.

. Conecte a extremidade de um tubo de latex ao brago lateral de um frasco kitazato.
. Coloque 4gua desaerada no frasco, gradualmente, até formagao de corrente.
. Feche a extremidade livre do tubo com wm grampo. Complete o restante do volume do frasco com

agua, até o topo.

. Remova uma planta da solu¢do nutritiva e, muito cuidadosamente, introduza suas raizes na boca

do frasco, evitando lesoes aos tecidos. Prenda o frasco a um suporte.

. Fure o centro de uma rolha de borracha adaptivel ao frasco e corte-a em duas partes iguais.

Cubra as duas metades com vaselina, junte-as e tape o frasco. colocando o caule da planta no
ovificio central da rolha. Nao deixe formar bolhas na agua. Dessa forma, as raizes ficardo
prezas e o sistema radicular isolado do ambiente externo.

Empurre a rolha. para obter uma selagem firme, e prenda-a ao frasco, com uma bragadeira.

. Conecte a extremidade livre do tubo de latex (que estd com o grampo) a extremidade maior de

uima pipeta de | mL. Posicionando a pipefa com a ponta virada para cima, prenda-a, com
bragadeira, ao suporte.

Remova o grampo do tubo de litex. Insira a agulha de uma seringa com agua na por¢do do tubo
de latex que estd com dgua e injete. até a dgua atingir a borda (ponta da pipeta). A seringa nao
pode conter bolhas de ar.

Coloque vaselina nas regides perfuradas, para impedir vazamentos no orificio feito com a agulha.
Inspecione toda a montagem quanto a vazamentos.

Anote o volume de &gua perdido por unidade de tempo, verificando a posi¢cdo do menisco na
pipeta. Se o menisco descer muito, faga novo enchimento com a seringa, conforime descrito.

. Anote dados até que um estado estavel de absor¢do hidrica seja observado.

. Registre a temperatura da folha com sonda de termopar e a U.R., durante o experimento.
.Determine a &rea foliar total (ex. desenhando os limbos em papel milimetrado).

. Calcule a quantidade (mg) de 4gua perdida por cm” por s, a partir dos dados de absorcdo de 4gua

e drea foliar. Esta € a taxa de transpiragdo por unidade de area.

OBSERVACAO
Para determinar a resisténcia dos estdmatos, € necessario conhecer o gradiente de
concentragdo que for¢a a saida da dgua. A tabela 9 apresenta a umidade absoluta do ar sob
variadas temperaturas e valores de U.R. Visto que o ar na camara subestomética estd
saturado com dgua. a umidade absoluta serd equivalente aquela do ar a 100% de U.R.. a
uma dada temperatura da folha.
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TABELA 9. Umidade absoluta (concentrago real de dgua) do ar (ug.cm™ ) em vérias niveis de U.R.
e temperatura (T).

Umidade Relativa (U.R.)

T (°C). 10%  ~ 20% 30% 409 S50% 60% 709 80% 909%  100%
0 0485 0969 1,454 1938 2,423 2908 3,392 3877 4,361 4846

[ 0519 1,038 1,557 2076 2596 3,115 3,634 4,153 4,672 5,191
2 0556 L1l 1,667 2223 2,779 3334 3890 4446 50001 5557
3 059 1,189 1,784 2,378 2973 3567 4,162 4,756 5,351 5945
4 0636 1272 1907 2543 3,179 3815 4451 5086 5722 6,358
5 0.680 1359 2,039 2,718 3398 4077 4757 5436 6,116 6,795
6 0726 1,451 2177 2903 3,629 4354 5080 5806 06531 77257
70775 1,549 2324 3099 3874 4,648 5423 6,198 6972 7,747
8 0,827 1.653 2,480 3307 4,134 4960 5,787 6,614 7,440 8267
9 0,882 1,763 2,645 3526 4408 5290 6.171 7,053 7934 8816
[0 0940 1879 2819 3,758 4,698 5638 6,577 7517 8456 9396
I 1,00 2,00 3,00 4,00 5,01 6,01 7,01 8,01 9.01 10,01
12 1.07 2,13 320 420 5.33 6,40 7,46 8,53 9,59 10,66
|3 [.13 2.27 3,40 4,54 5.67 6,80 7.94 9,07 10,21 1,34
14 1,21 2,41 3.62 4,82 6.03 7,24 8,44 9,65 10,85 12,06
(5 1,28 2,56 3.85 5,13 6.41 7,69 897 10,26 11,54 12,82
|6 1,36 2,73 4,09 5.45 6,82 8,18 9.54 10,90 12,27 13.63
17 1.45 2.89 4,34 5.79 7.24 8,68 10,13 11,58 13,02 (447
8 .54 3.07 4,61 6,14 7.68 922 10,75 12,29 13,82 1536
19 .63 3,26 4.89 6.52 8.15 9,78 1141 13,04 14,67 1630
20 1,73 3,46 5,19 6.92 865 10,37 12,10 13,83 1556 17.29
21 1,83 3.67 5.50 7,33 9147 11,00 1283 14,66 16,50 18,33
22 1,94 3.88 5.83 7,77 9.71 11,65 13,59 15,54 (748 1942
23 2.06 4,11 6.17 822 1028 12,34 1439 1645 18,50 20,56
24 2,18 4,35 6.53 871 10,89 13,06 1524 1742 19,59 21,77
25 2,30 4,61 691 9,22 11,52 1382 16,13 18,43 20,74 2304
26 2,44 4,87 7.31 975 12,9 14,62 17,06 19,50 21,93 2437
27 2,58 RAN 7,73 1030 12,38 1546 18,03 20,61 23,18 2576
28 2,72 5.45 817 1089 13,62 1634 1906 21.78 2451 27.23
29 2,88 5,75 8,63 11,50 1438 17,26 20,13 23,01 2588 28.70
30 3,04 6.07 9,11 (2,14 15,18 18,22 21,25 2429 27.32 3036
31 3.20 6.41 9,61 12,82 1602 19,22 2243 25063 2884 3204
32 3.31 6,62 992 13,23 16,54 1985 23,16 26,46 2977 33,08
33 3,57 7,13 10,70 14,26 17,83 21,39 2496 28,52 32,09 35.65
34 3,76 7,52 11,27 1503 18,779 22,55 26,31 30,06 3382 3758
35 396 - 7,92 11,88 15.84 19,80 23,76 27.72 31,63 35,64 39,60
36 4,17 8.34 12,51 16,68 2086 25,03 29,20 33,37 37.54 41,71
37 4,29 8,78 13,18 17.57 21,96 26,35 30,74 35,14 39.53 4392
38 4.62 924 13,87 1849 23,11 2773 3235 3698 41,60 40622
39 4,86 9,73 1459 1945 2432 29,18 234,04 3890 43,77 48,63
40 501 1023 1534 2046 2557 30,68 3580 4091 4603 51,14
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P. Verifique, comn base na temperatura do ar e na U.R., a umidade absolufa do ar na tabela 9. Calcule
o gradiente de concentra¢do (dgua no ar - 4gua na cdmara subestomatica).
Q. Determine a resisténcia a perda de 4gua, com base na lei de Ohm, ou seja:

‘ Fluxo = gradiente/resisténcia ‘

‘Transpiragﬁo (mg H. O.cm™s')= concentragdo (mg.cm"1 Yresisténcia (s.cm™) |

22.3. Lisimetro de Pesagem (Van Ieperen & Madery, 1994)

o Asmedi¢des se baseiam em registros continuos de peso de dois vasos comunicantes. completacos
com solugdo nutritiva. Os vasos sdo cilindricos e possuem peso idéntico. A planta € colocada no
vaso | e apoiada por uma armagdo rigida de trés tubos de plastico (I cm de diametro), com
alguns tubos cruzados, os quais sdo fixados ao vaso. As raizes sdo mergulhadas em solu¢do
nutritiva aerada. O vaso | € entdo colocado na balanga | e o vaso 2 na balanga 2, conforme a
figura 8.

e (s vasos sdo interconectados por tubo de silicone, sem afetar as balan¢as. Aimbos os vasos sdo
vedados com lamina de aluminio, para prevenir evaporagéo do contetido. A montageim, exceto a
armagdo rigida e a planta, sdo colocadas em caixa de poliestireno, para minimizar os efeitos
externos sobre as pesagens.

Suporte da
Tuho de si]il\:one < planta

(Caixa de poliestireno \

-

\\ - Bomba de ar

\ — Folha de
aluminio

Vaso de
PV

Balanga 2 Balanga 1

FIGURA 8. Montagem experimental para determinagdo simultinea das taxas de transpiragiio e
absor¢do de agua (adaptado de Van leperen & Madery, 1994),
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A taxa de transpiragdo (E) é dada pela expressio:

o AW + AW,
E (g.min*) = AL

A taxa de absor¢do de dgua (U) é dada pela expressio:

AW,
AtV

U(gmin!) =

em que:

Vs

=A1/A3 + 1

W, = peso da balanga | (g)
W, = peso da balanca 2 (g)
t = tempo (min)

Vs
A
A

= fator do vaso (sem unidade)

R
= area do vaso na balanga | (m~)
7 2
area do vaso na balanca 2 (m~)

Os vasos tém 2| cm d.i., volume de 6,5 L., e sdo interconectacos por tubo de silicone (5 mm d.i..
20 cm de comprimento). sendo colocados sobre duas balangas de precisido. Os dados analégicos
gerados pelas balangas sdo medidos por voltimetro, conectado a uma unidade de aquisi¢ao de
dados. Em geral. os dados sdo coletados a uma taxa de 300 amostras por balanga por minuto.

22.4. Porometro de Difusiao em stado Istavel

A.
B.

A perda de dgua de uma folha colocada na cubeta é determinada pela medi¢io da taxa de fluxo
de ar seco necessdrio para manter a U.R. constante dentro da cubeta. Normalmente, a U.R.
ambiente é usada como ponto de nulidade e o ar seco € injetado na cubeta. a uma vazido minima
necessdria para balancear o fluxo de d4gua da corrente transpiratéria da folha. Esse expediente
mantém a U.R. da cubeta no ponto selecionado. A resisténcia estomdtica. ou a condutancia, é
calculada diretamente dos valores medidos de U.R.. temperatura (da folha e do ar) e de taxa de
fluxo. .

Um medidor de fluxo de massa eletrdénico é usado para medir a taxa de fluxo de ar seco dentro da
cubeta. A umidade em estaco estével dentro da cubeta ¢ mantida, em regime semi-automatico.
por um sistema de retroalimentagdo que usa o medidor de fluxo de massa, a vélvula de ajuste da
nulidade e o controlador de fluxo automadtico interno. Para uma resisténcia estomética menor que
5 s.cm™. a medigdo pode ser feita em 5-15 s. Resisténcias mais elevadas acarretaram maiores
tempos para as medigoes, tipicamente dentro da faixa de 60 s. O aparelho é fornecido com
calibraciio cde fabrica. No entanto, a calibra¢do geral é recomendada anualmente e a calibragédo
do sensor de umidace a cada seis meses, ou conforme necessario.

Registre na meméria do aparelho os valores da drea de abertura e da pressdo atmosférica.

Registre na memoria do aparetho a umidade do ponto de nulidade, a qual serd a U.R. da cubeta.
apos o perfodo de equilibrio com as condig¢des ambientais. Outros valores. diferentes do observado
para o ambiente. podem ser langados como ponto de nulidade. Esse passo pode ser eliminado em
medi¢des subseqtientes. caso o mesino ponto de nulidade venha a ser usado.
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G.

. Prenda a amostra na brac¢adeira do cabegote do sensor. Use a vélvula de ajuste da nulidade para

colocar a taxa de fluxo dentro da amplitude dindmica do controlador de fluxo automético interno.
O nivel de ajuste depende da resisténcia da amostra. Esse passo pode ser eliminado em medi¢des
subseqiientes, caso condi¢des experimentais similares prevalegam.

. Observe o indicador do medidor do ajuste de nulidade. Se o indicador estabilizou-se dentro da

amplitude do medidor, isso indica que a cubeta equilibrou-se dentro da faixa escolhida pelo
usuério. A leitura pode entdo ser feita.

Exporte. opcionalmente, os dados para gravador ou computador. Armazene os parametros na
membria do aparelho. para visualizag¢do no imostrador.

Gire a vélvula de ajuste da nulidade na dire¢éo indicada no medidor. caso o indicador ndo esteja
na amplitude do medidor apés varios segundos. Repita o procedimento até que o indicador se
estabilize dentro da amplitude do medidor. Em seguida, a leitura poderé ser efetuada.

Repita os passos de B. a E., conforime necessario.

22.5, Pordmetro de Difusiao Dindmica (Monteith et al., 1988)

A.
. Acerte o relégio e o calendério. Mude o formato de registro dos dados, caso necessario.

. Selecione o médulo de leitura. Coloque a folha no cabegote.

. Selecione 0 médulo de inicio. O aparelho efetua a leitura,

. Aceite ou rejeite a leitura efetuada. Os dados podem ser revistos e exportados para impressora ou

monNw

i

Quando o cabegote do sensor é preso a folha, uma pequena camara (cubeta) € levemente
pressionada conlra a superficie foliar. A difusdo de vapor d’dgua para fora da folha aumenta a
umidade dentro da cubeta e o aparelho automaticamente cronometra o aumento na U.R., entre
dois niveis eletronicamente predeterminados. Esses niveis podem ser ajustados e sdo, tipicamente.
escolhidos proximos ao valor da U.R. ambiente, para minimizar distrbios nos estématos.

O tempo que a U.R. leva para mudar de um valor para outro ¢ uma medida da taxa de perda de
vapor d'agua da superficie foliar. Essa leitura € entdo automaticamente convertica em resisténcia
a difusdo, ou condutancia, conforme preferido pelo usuério.

Verifique a memdria, a bateria e o dessecante (tem de estar azul e ndo vermelho).

compuiador.

. Adote o seguinte procedimento, sempre que o aparelho indicar que a calibra¢do é necesséria:

a) Prepare a placa de calibragdo, com a seguinte técnica:
a;) Molhe o papel-filtro e remova o excesso de dgua com papel-toalha. Repita trés vezes.
a,) Coloque o papel-filtro na placa de calibragdo, cobrindo todos os orificios de calibragio.
as) Sele com fita adesiva, aparando os excessos de fita nas bordas.
ay) Aperte a fita adesiva para remover bolhas de ar. Deixe equilibrar por [ h.
as) Relorne a placa de calibragdo para a embalagem. até necessidade de uso (pode ficar
armazenada até trés dias). CUIDADO! Nio toque a placa com os dedos.
as) Espere por | h. antes de calibrar.
a;) Aceite erros menores que S%.
b) Selecione 0 médulo de calibragdo. Ajuste a UR com rela¢do ao meio ambiente.
¢) Verifique outros modulos. tais como tipo de camara de selagem, unidades de medi¢do e pressdo
atimosférica. '
d) Insira o retangulo de papel. previamente saturado de dgua. na placa de calibragdo. Antes de
encaixé-lo. porém. remova o seu excesso de agua.
e) Insira a placa de calibragdo na posi¢do 1. Verifique se estd bem encaixada e inicie a leitura.
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f) Espere até a leitura se estabilizar, para aceita-la.

g) Mova a placa para a proxima posigdo e repita o procedimento. Assim por diante. até todas as
seis posi¢oes terem sido lidas.

) Selecione o médulo de ajuste a curva. O aparelho recalcula os resultacdos € estima o erro.

i) Instale a calibra¢do. se o erro for menor que 10%. Caso contririo, descarte a calibra¢do e
refaga o pior resultado até obter precisdo.
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23. RELACOXS HIDRICAS I - PSICROMETRIA DI TERMOPAR

CUIDADOS

e Manuseie as cdmaras psicrométricas com cuidado. Choques fisicos podem quebrar as
jungdes do termopar.

e Asamostras tém de ser do mesmo tamanho. Use furador para obter discos foliares e laminas
espagadas por parafusos para obter se¢des padronizadas do caule ou da raiz.

e Osinstrumentos usados para corte tem de estar limpos e secos.

¢ Procure trabalhar com rapidez, para evitar perda de dgua pelo tecido excisado.

23.1. Introdugido

Toda fragdo aquosa de uma amostra perde dgua, quando colocada em ambiente seco e
hermeticamente fechado, aumentando. conseqiientemente, a U.R. (ou pressdo de vapor) daquele
ambiente. Ap6s um perfodo de equilibrio, a amostra e o ar da camara onde a amostra esta inserida
apresentardo o mesmo /. Esta rela¢do € usada para medir o de amostras de plantas e de solos, por
meio do psicrémetro de termopar.

Esse aparato (Neumann & Thurtell, 1972) mede a U.R. em equilibrio com a amostra, pela
determinacdo do ponto de orvalho ou do decréscimo na temperatura psicrométrica (ou seja. a
diferenga entre a temperatura do bulbo seco e a temperatura do bulbo Gmido). No lugar de um
termOémetro, o aparelho possui um termopar (um fio feito de cliromel e outro de constantan,
conectados por duas jungdes, sendo uma dentro da cdmara da amostra e a outra fora). A passagem de
corrente pela jungio, devido a diferenga de condutividade elétrica entre as duas ligas, faz com que
uma se esfrie mais depressa do que a outra. Quando a temperatura da jungdo fica menor que a do ar
presente na camara, ocorre condensagdo de vapor em sua superficie (efeito Peltier). A corrente é
entdo interrompida pelo operador e o vapor que havia condensado comega a se evaporar, numa taxa
propoicional 4 U.R. dentro da cdmara. Esta tltima é determinada pelo y da amostra, a qual esta em
equilibrio térmico com o ar da cdmara. Quanto maior o ¥ da amostra, mais lenta serd a evaporagao
da dgua acumulada na jungdo do termopar.

Esta evaporagdo esfria a jungdo do fermopar dentro da camara, que fica com femperatura
inferior ao termopar situado fora da cmara. Isso provoca a passagem de uma pequena corrente
elétrica entre ambos. a qual é proporcional a esse decréscimo de temperafura. Esse decréscimo de
temperatura € medido por um microvoltimetro, indicando a U.R. e o w do ar na cdmara e, portanto. o
¥ da amostra.

A conversdo da voltagem em unidades de pressio (que medem o ) é possivel pela
calibragdo de cada camara psicroméirica com uma série de solugdes salinas, de diferentes
concentragdes e, portanto, diferentes valores de . Cerca de 400 pL de cada solugdo sdo aplicados
em discos de papel-filtro, determinando-se seu potencial osmoético (ou ). Posto que 0\ de cada uma
dessas solugdes é conhecido com precisdo, pode-se construir uma curva (ou fazer regressdo). tendo o
v como fungdo de microvolts e determinar um fator de corre¢do para cada camara psicrométrica, a
ser multiplicado pelo valor lido.

O potencial hidrico é definido como: W = p -\, em que yp € 0 turgor e \/x o potencial
osmotico. Empregando-se N» para quebrar as membranas celulares e remover o turgor da amostra,
obtém-se o valor de w, Subtraindo-se \y de W, tem-se yp € 0 conhecimento, assim, de todo o
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balango hidrico do tecido (ex. Matsuda & Riazi 1981, Cavalieri & Boyer 1982, Westgate & Boyer
1984, Passos 1989). Em razio dessa versatilidade, a psicrometria de termopar é o método mais
empregado para medir o balango hidrico de plantas (Boyer, 1987).

Existem modelos comerciais de psicrdmetros de termopar. Todavia, a construgdao dessas
unidades no laboratério é factivel (figura 9), conforme o procedimento de Spomer (1974).

2,54 cm

FIGURA 9. Camara psicrométrica de termopar, consistindo de (A) jungdo trocivel de cliromel-
constantan (0,0025 cm de didmetro); (B) cAmara rosqueavel de fcflon para a amostra;
(C) corpo da camara, de f¢flon; (D) tampa rosquedvel de reflon, (E) fios de cobre
cobertos com plastico; (F) dissipador de calor e fios conectores; (G) anéis de borracha
para selagem, cobertos com vaselina; e (H) conectores de feflon para selar os orificios
dos fios do termopar (adaptado de Spomer, 1974).

23.2. Vantagens ¢ Limitac¢oes do Método

Além de permitir medigdo direta dos potenciais hidrico e osmético, e indireta do turgor, o
método apresenta as seguintes vantagens: (a) a medicdo baseia-se em referéncia fisica, e ndo
biolégica. Isso permite a comparagdo rigorosa entre experimentos; € (b) a caracterizagdo do balango
hidrico em termos de potencial quimico € uma indica¢do direta da energia que move a dgua de um
lugar para outro no sistema solo-planta.

O método apresenta as seguintes limitagdes: (a) a interagdo entre o termopar e a amostra
segue um gradiente de difusdo, que envolve vapor ¢ transferéncia de calor. Exceto no ponto
isopiéstico (sem gradientes de pressdo), em que a taxa liquida dessas transferéncias é zero, todos os
fatores que afetarem a fransferéncia de vapor e de calor irdo afetar também as medicoes. Boyer &
Knipling (1965) desenvolveram um psicrometro isopiéstico, mas sua constru¢do € muito dificil; (b) a
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excisdo do tecido para medi¢do cria uma superficie cortada e interrompe o suprimento de &dgua; (c) o
tecido continua crescendo ap6és a excisdo, gerando relaxamento da parede celular (por falta de
entrada de dgua) e subestimativa de y/p (Cosgrove et al., 1984); e (d) a quebra das membranas pelo

N> liquido destr6i a compartimentalizagdo da célula, gerando dilui¢do apopléstica para o v/, medido
(Boyer, 1987).

23.3. Procedimento Tipico

A. Remova, cuidadosamente, as folhas a serem amostradas e as alinhe sobre uma placa de vidro.

B. Corte, com lamina ou furador, uma amostra da regido do limbo foliar a ser medida. Coloque,
usando uma pinga, |-4 se¢bes foliares por camara psicromélrica. Anote cada tratamento € o
respectivo niimero da cémara psicroméfrica em uma planilha, na qual os resultados serdo
registrados.

C. Feche a tampa da cadmara e deixe o psicrémetro pendurado, pelo fio, em um suporte horizontal,
com a tampa virada para baixo. Somente inicie colocagdo de amostra em outro psicrémetro ap6s
haver completado toda a operagdo com a amostra anterior.

D. Coloque os psicrémetros, com a tampa virada para baixo, em banho-maria circulante, a 26°C.
Deixe repousar por 3 h, para que a temperatura dentro da camara se equilibre com a exterior.

E. Fa¢a cada medicdo conectando o psicrdmetro ao microvoltimetro € seguindo as instrugdes do
fabricante. Tipicamente, as leituras sdo feitas na amplitude de 10 pV, apés aplicagdo de
resfriamento, por [5-20s.

F. Remova as cadmaras do banho-maria, ap6s haver feito a leitura de todas as amostras. Mergulhe
cada camara psicrométrica. por 5 s, em N, liquido e deixe equilibrar por 10-15 min, na
temperatura ambiente.,

G. Coloque as cdmaras novamente no banho-maria e deixe repousar por 2 h. Faga nova leitura no
microvoltimetro, a qual corresponderd ao =, visto que o congelamento quebra todas as
membranas, portanto removendo o turgor.

H. Multiplique a leitura feita (em pV) pelo fator de corre¢do, para cada psicrémetro, obtendo os
valores de \ e /5, diretamente em bars. Visto que 10 bars = | MPa, expresse seus resultados em
MPa. Com base na expressdo | = \p - /5., calcule o turgor de cada amostra.

23.4. Variagoes da Técenica

e Para medir o y de folhas intacias, Boyer (1968) desenvolveu uma camara psicromeéirica com
tamanho suficiente para conter uma lamina foliar inteira, a qual fica isolada do ambiente exterior
por selagem com vaselina. Para a medigdo, um termopar, contendo agua na jungdo, € inserido na
camara onde estd a folha. Apds 45-90 min, a leitura se estabiliza e o termopar € retirado, sendo
substituido por outro, contendo uma solu¢do osmética com v préximo ao da folha. As leituras
dos dois termopares sdo langadas em gréfico, como fungdo do y da segunda solugdo, fazendo-se
a extrapolagdo para saida = zero. A concepgdo dessa classe de psicrometros, chamados de /n
sitn, foi posteriormente alterada (Savage et al., 1983) para se fazer a medigdo com apenas um
termopar e amostrando apenas parte da folha intacta.

e Qutra variagdo € a introdugdo de termopar possuindo solugdo de sacarose de v conhecido dentro
da camara psicrométrica, fazendo-se medigdes isopiésticas (Boyer et al., 1985), ou seja, a
pressdo de vapor da solugdo é a mesma que a do tecido, sem ocorréncia de troca liquida de
vapor. A inclusdo de uma guilhotina no aparato permite monitorar os efeitos da excisdo sobre o
. Como alternativa, W, pode ser medido em amostras da seiva expressa de tecidos frescos ou
descongelados. com um osmémetro de pressdo de vapor (Cosgrove et al., 1984).
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CUIDADOS

e Ndo desconecte a mangueira quando esta estiver sob pressdo - sempre verifique, antes, se o
mandmetro no tanque de nitrogénio estd zerado. A presilha na mangueira, préxima ao
tanque, podera ser afrouxada, para aliviar a pressao.

e Sempre teste a valvula de seguranga antes de operar o instrumento.

e Ndo use a valvula de controle de vazdo para desligar o instrumento. 1sso podera danificar a
base da mesma, impossibilitando futuras mudancas graduais no nivel de presséo.

e Mantenha-se afastado da abertura da c@mara, onde estd a amostra. Peciolos podem ser
expelidos, com violéncia, devido a pressio.

24.1. Introducio

O uso moderno da bomba de pressdo para avaliar as relagdes hidricas ein tecidos vegetais foi
estabelecido por Scholander et al. (1965). O método requer a aplicacdo de pressdo pneumatica ao
tecido, para aumentar artificialmente seu y. A pressdo necessaria para elevar o\ do tecido para zero
é aceita como o negativo do w do tecido antes da pressurizacdo. Se for assumido que os gradientes de
y em um dado 6rgdo sdo despreziveis, entdo pode-se também assumir que y do xilema = da

parede celular =y dentro do tecido. Para a medigdo do y com base na pressdo de balanceamento (ou
seja, aquela necessdria para forgar a dgua do tecido para fora da superficie cortada do peciolo), o
6rgio é destacado da planta e colocado na bomba de pressdo, com a extremidade onde estd o xilema
(corte no peciolo) estendendo-se para fora da cdmara, envolta pelo sistema de vedagao. A pressdo é
aplicada até que a seiva apare¢a na superficie do corte. O negativo da pressdao necesséria para
produzir a exsudacdo (quando a pressdo do xilema se iguala a pressdo atmosférica) ¢ considerado
igual ao y do tecido. no momento do corte. Nesse método, como apenas uma aplicagdo de pressdo é
feita, usa-se N, ou ar como instrumento de pressdo.

Além de medir o v, é possivel empregar a bomba de pressdo para estimar o y/, do tecido,
com base no fato do turgor ser zero, quando v = /.. Um método para extrapolar medi¢des feitas
nessa condicdo, de maneira a obler cada \y, correspondente a valores positivos de yp, foi proposto
por Tyree & Hamme! (1972) e tem sido usado em intimeros estudos desde entdo. A técnica tem o
seguinte fundamento: se medi¢Oes de v sdo feitas em uma amplitude de teores hidricos e entdo
langadas em gréfico, tendo o inverso do potencial hidrico (1/y) como fungdo do teor relativo de agua
(TRA), a extrapolagdo da linha reta desenhada, para P < 0, fornecerd uma estimativa do ;, em
valores de TRA localizados acima de P = 0.

Na prética, a exsudagdo é coletada, na medida em que a amostra € submetida a aumentos
graduais de pressdo, causando aumentos correspondentes no 1 do tecido. A curva assim obtida €
chamada de curva pressdo-volume, ou P-V. Nessa abordagem, visto que a mesma amostra €
submetida a varias pressdes, uma mistura cde N> e O, € usada como vetor de pressdo, para evitar
oxidagdo da membrana celular.

Neste capitulo sdo descritas as operagdes para medi¢do da tensdo do xilema e determinagdo
da curva P-V (Jachetta et al., 1980), usando diferentes aparatos. Adicionalmente, um método é
descrito para se usar as exsudagdes obtidas no preparo da curva P-V também na determinagdo das
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conceniracdes de solutos presentes no apoplasto da folha. O exemplo refere-se a amostras de girassol
(Helianthus annus L.).

Para simplificar o texto, o peciolo e respectivo corte sdo referidos como a parte a ser

posicionada do lado de fora da cdmara da bomba de pressdo. Evidentemente, estas técnicas sdo
aplicaveis a outros 6rgdos além da folha, tais como raizes e ramos, tendo-se o critério de colocar o
tecido com o xilema para o lado externo da camara. Para outras consideragdes, o leitor deve
consultar Joly & Zaerr (1987) e Turner (1987).

24.2 Medicio da Tensdo no Xilema

iR

K.

2T

24.2.1. Ajustes Preliminares na Bomba de Pressdo

. Desprenda a tampa. O anel de selagem, em posi¢do desde o dia anterior, poderé estar muito preso,

inicialimente. Mova a tampa para frente e para trds vérias vezes € entdo remova o anel. Verifique
se o anel estd limpo e bem lubrificado. Normalmente, vaselina é usada como lubrificante.

. Insira uma rolha de borracha adequada na tampa e instale-a na camara.
. Conecte as extremidades da mangueira & bomba e ao tanque de nitrogénio (pressdo maxima de

2.200 psi).

. Mova a valvula de controle no instrumento para a posi¢do de desligamento.
. Abra a vdlvula do tanque de nitrogénio. Meia volta ou uma volta geralmente seré suficiente.
. Examine a valvula de pressdo. Instale e gire a tampa no sentido horéario até o fim da rosca. Ato

(s

continuo, gire-a em 15", no sentido anti-hordrio. de maneira que a roda com saliéncia pressione o
émbolo da valvula de seguranga para baixo.

. Gire a vdlvula de operagdo para a posigfo de pressurizacfio da cdmara. A valvula de seguranga se

abrird antes que a pressdo na cdmara atinja 200 psi. A pressdo na camara caird para préximo a
7€10.

. Gire a vélvula de confrole para a posi¢do de exaustdo, pressione o émbolo da valvula de

seguranga e teste novamente. Se a vélvula de seguranga ndo funcionar a 25 psi ou menos, remova
o parafuso de retengdo e verifique se o émbolo apresenta problemas. Mantenha o anel de vedagio
do émbolo sempre bem lubrificado.

Ajuste a vilvula de vazio. Gire a tampa no sentido horario. até o fim. Ao mesmo tempo. o émbolo
da vélvula de seguranga da tampa serd empurrado para baixo pela roda com saliéncia.

Gire a valvula de controle para pressurizar a camara.

Ajuste a vélvula de controle de vazdo até que a pressdo na cdmara ammente até a taxa desejada. A
taxa poderd ser mudada a qualquer momento, mesmo durante as medicoes.

Use taxas baixas (ex. 5 psi.s™') para plantas sob baixo estresse hidrico.

.Gire a valvula de controle para a posi¢do de exaustdo e remova a rolha de borracha da tampa.

24.2.2. Procedimento Especifico

. Destaque uma folha, juntamente com o peciolo, usando lamina afiada. Quanto mais lisa a

superficie do corte, melhor.

. Insira, imediatamente, o peciolo em uma rolha de borracha com orificio central e pressione a rolha

na abertura da tampa da camara, com a ponta do peciolo ficando de fora, em comprimento

suficiente para visualizagdo de exsudagdes. Observe que:

a) A insergdo de tecidos frageis ou suculentos pode ser conseguida com o uso de uma ferramenta
apropriada (disponfvel comercialmente).

b) Selecione uma rolha com furo em didmetro apropriado para permitir um encaixe de fricgo.
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C. Coloque a tampa na cdmara e gire-a no sentido horéario até o fim da rosca.

D. Gire a valvula de controle para a posi¢do “cdmara”. Observe a superficie do corte no peciolo. Use
lupa manual para 6rgdos pequenos. Ajuste a valvula de vazdo. conforme necessario.

E. Gire a valvula de controle para a posi¢do de desligamento, quando um filme de dgua aparecer na
superficie do corte. A esxudagdo é, geralmente, acompanhada por uma mudanga na cor do corte,
de esbranquig¢ado para escuro (marrom) e aparéncia espelhada. Pequenos vazamentos de gas em
volta do peciolo ndo sdio objeto de alarme,

F. Anote a pressdo do mandmetro. Ela equivale, em sinal trocado, a tensdo existente no xilema.

G. Gire a valvula de controle para a posi¢do de exaustdo. Remova a tampa da cimara e descarte a
amostra. O instrumento esta pronto para outra medi¢éo.

24.2.3. Procedimento Apés as Medicoes

A. Feche a valvula do tanque de nitrogénio.

B. Faga a exaustdo da pressdo remanescente na mangueira, girando a valvula de controle para a
posi¢do “cdmara”, na medida em que a tampa é removida. Abra a valvula de vazdo para apressar
0 processo.

C. Certifique-se de que a mangueira ndo esti pressurizada (verifique o indicador do mandimetro no
tanque de nitrogénio). Desconecte a rosca que prende a mangueira ao tanque e, em seguida, o
conector da mangueira & bomba de pressio.

24.2.4, Troca da Pec¢a de Inser¢do da Tampa

* A pe¢a de inser¢do da tampa pode ser trocada, para se obter encaixe de peciolos ou hastes de
didmetro variado. Para isso:

A. Remova os quatro parafusos de reten¢do na tampa da camara.

B. Certifique-se de que os quatro anéis de borracha para vedagdo estdo no lugar certo, no corpo da
fampa. Caso contrdrio, haverd vazamento.

C. Instale a inser¢éio de tamanho desejado.

D. Encaixe os quatro parafusos de reten¢do por meio da nova peca de inser¢do e aperte bem. mas
SeIm exXcessos.

24.3. Curva P-V ¢ Medicio dos Solutos no Apoplasto

24.3.1. Instalagdo da Amostra

A. Colete as amostras antes do amanhecer, em plantas mantidas em atmosfera saturada durante a
noite anterior.

B. Coloque a folha cortada imediatamente em saco plastico com. aproximadamente, 2 mL de &gua
(Wenkert et al., 1978), para reduzir flutuagdes na temperatura e perda de dgua pelo tecido durante
as altera¢des de pressdo. Para melhorar as condi¢@es de umidade. sopre repetidas vezes no saco
plastico, até que haja condensagdo de umidade nas paredes dele.

C. Coloque a amostra dentro do saco pléstico. Antes disso, espere cerca de 2 min para que haja
equilibrio com a atmosfera exterior.

D. Acondicione a folha dentro da embalagem, expulsando todo o ar, de maneira que a abertura
possa, depois, ser selada pela parte inferior do anel de latex da tampa da camara da bomba de
pressao.
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. Coloque a amostra assim preparada emn um segundo saco plastico, seco. e proceda como no passo D.
. Coloque a amostra na camara, certificando-se de que nenhum dos dois sacos plasticos esteja

penetrando no orificio de entrada.

. Padronize o comprimento do peciolo em todas as medi¢Ges (ex. 5 ¢m, para o girassol).
. Coloque | mL de 4dgua no ponto em que o peciolo sai da tampa da camara e aumente a pressio

para 0,02 MPa. O anel de latex serd apertado até o ponto em que bolhas de gés ndo mais
escapem, em volta da base do peciolo.

Remova a &4gua colocada em volta do peciolo (no topo da cimara) com papel absorvente. Dessa
forma, o peciolo estaré selado no encaixe, sem receber compressdo mecanica consideravel.
Empregue uma mistura gasosa de 98% de N, e 2% de O, para pressurizar a cimara.

24.3.2. Gradiente de Pressdo

. Determine o valor da pressdo de balanceamento inicial. Para isso, aplique pressdo até que a seiva

apareca na superficie do corte no peciolo. Reduza entdo a pressiio, até que o menisco da seiva
recue ligeiramente para dentro do corte.

. Aplique novos aumentos graduais de pressdo, a intervalos de 0,1-0,2 MPa, espere 15 min apds

cada um deles e, entdo, colete a exsudagdo.

. Estabeleca a nova pressdo de balanceamento, primeiro reduzindo a pressdo, gradualmente, até que

0 menisco recue ligeiramente para denfro da superficie do corte e, depois, aumentando a pressido a
pequenos intervalos, até alcangar nova pressao de balanceamento.

. Colete a seiva exsudada usando um tubo de vidro com papel absorvente. Selecione um tubo que

tenha didmetro levemente maior que o didmetro do peciolo. Pese o tubo coletor imediatamente
antes e apés a coleta da seiva.

. Calcule o TRA, a partir da equagdo:

Wy- W, -V, 100

TRA =S

em que: Wp = peso fresco da follia totalmente hidratada (w = 0)
W, = peso seco da folha apds secagem a 60°C por 24 h
V. = peso da seiva exsudada nas diversas pressdes de balanceamento

. Faga a curva P-V, colocando I/yy como fungdo do TRA. Calcule a regressio linear.
. A partir da reta obtida, determine o provavel teor de 4gua apopléstica da folha no ponto em que a

curva intercepta 1/ = 0 na abcissa. Vide exemplo na figura 10,

24.3.3. Distribui¢do dos Solutos Apoplésticos

A concentragdo do soluto € estudada pela seguinte anélise da exsudagdo do xilema, obtida ap6s
pequenos aumentos de pressdo, 8 medida em que a amostra se desidrata:

Destaque a folha e a coloque na bomba de presséo, como na determinagio de P-V.
Lave o corte no peciolo com é&gua destilada, por 30 s, e seque-0 com papel absorvente, antes de
colocar a folha na camara.

Determine a pressdo inicial de balanceamento e aumente a pressdo, em intervalos de 0,02 a 0,04
MPa.
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FIGURA 10. Curva P-V de uma folha de girassol expandida. O ponto A estima yp = 0, o ponto B
estima o volume de dgua apoplastica, em percentagem. A equagiio de regresséo refere-
se 4 segunda porgdo linear da curva (adaptado de Jachetta et al., 19806).

D. Colete a exsudagdo, ap6s 3-5 min da aplicagdo da nova pressdo, € despressurize a cdmara em
apenas 0,01-0,02 MPa abaixo da nova pressdo de balanceamento (maiores decréscimos causardo
mistura dos solutos apoplasticos e impedirdo a determinagdo do gradiente de distribui¢do dos
INesmos).

E. Colete cada exsudagdo em disco de papel-filtro (0,32 cm?), previamente colocado sobre o corte do
peciolo. Quando saturado. o disco devera conter cerca de 8 L de exsudag#o.

F. Coloque uma minicubeta, em posi¢do invertida, envolvendo o corte no peciolo. Observe que a base
da minicubeta deve conter papel absorvente saturado com agua, para formar uma cadmara Ginida e
retardar a evaporacgdo da seiva no papel-filtro (figura 11).

G. Colete o disco com uma pinga, quando aquele estiver saturado, e transfira-o, imediatamente, para
a camara de amostra de um osmémetro de vapor e determine 0 \/,. Faga cinco repeti¢des.

H. Prepare um gréfico, tendo a exsudagio (inOs.kg™") como fungio da pressio aplicada.

OBSERVACAO

e Conformme proposto por Jachetta et al. (1986), pode-se esperar as seguintes origens. por
fragdo de exsudagdo: (1) peciolo e nervura central, (2%) vasos secunddrios e parede celular,
e (3" sob altas pressoes, seiva de células vivas, com concentragdo de solutos muito baixa.
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FIGURA 11. Diagrama da bomba de pressio empregada para a obten¢do da curva P-V (adaptado

de Jachetta et al., 1980).

24.4., Limitag0es do Uso da Bomba de Pressao

e Assume-se que a pressdo aplicada € igual ao y do xilema e que este € o\ da folha inteira. Caso
existam gradientes de y na folha (gerados pela corrente transpiratéria), esse pressuposto poderé

nio ser valido.

e Asrelacoes de y com o crescimento ndo podem ser estabelecidas, porque é impossivel amostrar-

se a regido de crescimento da folha.

e O volume apopléstico, obtido pela curva P-V, as vezes, é muito elevado, ndo condizendo com

célculos baseados em observagdes anatémicas.

o O gradiente de pressdo destr6i a pressdo de balanceamento inicial e os balangos subseqientes

ndo refletem um equilibrio real.

1¢— Camara
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24.5. Guia para a Solucdo de Problemas IFreqiientes

Problema

Causa

Solugédo

A. Plantas apresentando alta
transpira¢do no momento
da amostragem.

Se o modulo de elasticidade for
elevado, uma pequena perda de
dgua causara grande queda em
. Turner & Lang (1980)
detectaram, 20 s apés o corte,
redugdes de até 0,7 MPa.

- Acondicione a folha em saco
plastico (Wenkert et al.,
[978).

- Mantenha a planta sob
saturagao de umidade, antes
de fazer o corte.

B. Crro de exclusdo, ou seja,
parte da dgua expelida pela
pressdo ocupa 0s espagos
intercelulares do tecido
situado do lado de fora da
camara.

Algumas bombas de pressdo,
com lébulos internos, requerem
longas se¢Oes de peciolo na
parte externa, para que a
superficie do corte possa ser
visualizada.

- Restrinja o comprimento do
tecido que fica para fora da
cdimara ao minimo necessario
(Millar & Hansen, 1975).

C. Condensagdo de dgua na
superficie da amostra
dentro da camara.

Transpiragdo estéa elevada.

- Idem ao item A.

- Adicione cerca de 1 mL de
dgua ao saco plastico da
amostra.

D. Excesso de exsudagdo no
corte, produzindo elevado
valor de y.

O tecido fora da cimara esta
muito longo.

- Idem ao item B.

E. Exsudagdo apds um
segundo corte no peciolo.

A tensdo original, que seria
contrabalangada pela pressdo
da bomba, foi reduzida ou
removida.

- JAMAIS faga um segundo
corte na amostra, estando esta
jd na camara ou néo
(Scholander et al., 1965).

F. Valor do y estd muito alto
ou muito baixo, em
comparagdo coin valores
obtidos por outros
métodos.

A pressurizagdo da camara foi
muito répida e os valores foram
afetados pela existéncia de
gradientes de 1w dentro do
tecido (Turner, 1980).

- Faga a pressurizagdo devagar.
Algumas espécies requerem
perfodos de equilibrio muito
longos (Tyree & Dainty,
1973), tornando a medic¢do
impraticivel. Nesses casos,
uma margem de erro tera de
ser aceita.

G. Exsudagdo falsa: a seiva
expelida ainda ndo é o
volume expulso pela
pressao.

Em algumas espécies, o gas
passa direto pelos espagos
intercelulares e escapa pelo
corte.

- Seque o corte com papel
absorvente.

- Faga uma constri¢iio no
peciolo (McCown & Wall,
1979).
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CUIDADOS

e Antes de fazer a primeira penetracdo na célula, calibre a sonda de pressio com um
mandmetro. Certifique-se de que a saida do transdutor de pressio (figura 12) se
correlaciona linearmente com a pressdo aplicada.

¢ Na calibragdo, tanto a pressdo ascendente quanto a descendente t€m de propiciar a
mesma relagdo linear, para mostrar que a sonda nio exibe histerese.

25.1. Introdugio

Os métodos mais classicos de medicdo do balango hidrico de plantas apresentam fontes
de erro (vide capitulos 23 e 24 e tabela 10) que limitam sua precisdo. Scgundo Boyer (1987).
somente a sonda de pressdo e a psicrometria isopiéstica propiciam medigdes precisas do turgor.
De fato, métodos como a psicrometria de termopar tendem a ndo detectar diferengas inferiores a
0.1 MPa, que é uma faixa de potencial em que ocorrem vérios processos em resposta a variaveis
ambientais. conforme numerosos relatos. Em decorréncia, a sonda de pressdo tem tido crescente
emprego. especialmente nos estudos ligados ao relaxamento da parede celular,

A sonda de pressdo consiste de um tubo microcapilar de vidro com 0leo de silicone. que
¢ introduzido em uma célula da epiderme, sob exame de microscopio ocular. Imediatamente apés
a penetracdo, um menisco é formado, na interface do dleo com a soluglio citoplasmética,
ocorrendo equilibrio, ap6s alguns minutos. A pressio nesse ponto, medida por um fransdutor de
pressiao (Frensch & Hsiao, 1994), equivale ao turgor. Via de regra, o potencial osmotico é
medido com osmémetro de pressdo de vapor e o valor de \r € obtido pela soma de \/r e yp.

O presente procedimento € uma adaptacdo do método empregado por Cosgrove et al.
(1981) em Pisum sativiun L. para a medigdo direta do turgor, do limiar de relaxamento (vield
threshold) da parede celular e da taxa de crescimento, em segmentos seccionacos do epicétilo de
plantas cultivadas no escuro.

25.2. Consideracoes sobre o Relaxamento da Parede Celular

O crescimento de células depende da ocorréncia simultinea de absor¢do de dgua e
expansio da parede celular. Numerosas evidéncias sugerem que 0 Processo se inicia com o
relaxamento da parede celular, causado por extrusio de prétons (a qual é. provavelmente.
induzida por auxinas). Ocorre, entdo, um subseqiiente aumento de volume, movido pelo turgor da
célula. o qual decresce imediatamente para um limiar de relaxamento (Cleland, 1959). Nesse
ponto. ocorre nova absorgdo de dgua, restaurando o turgor. Sob crescimento intenso, v ficard
constante, porque o relaxamento da parede ¢ balanceado pela expansio no volume. Maiores
detalhamentos sobre o assunto sdo apresentados por Cosgrove & Knievel (1987).

De acordo com Lockhart (1965) e Molz & Boyer (1978), a taxa da extensdo celular é
fungdo, teoricamente, da grandeza na qual o valor de \yp excede o limiar de relaxamento. em
obediéncia a expressao:

\E= m (\yp - V)
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Z

em que: G é a taxa de crescimento (cm.s™), m € a extensibilidade da parede _celular
(em.s'.MPa’), wp é 0 potencial de turgor e Y o limiar de relaxamento. Visto que esse conceito foi
baseado em células individuais, mas vem sendo aplicado em tecidos multicelulares, Calbo &
Pessoa (1994) derivaram a equag@o proposta por Lockhart, estendendo sua aplicagdo a sistemas
multicelulares subimetidos a sucgdo.

Varios problemas, contudo, t€m sido encontrados na determinagdo dos componentes da
equagdo de crescimento. Valores de Y tém sido obtidos por imersdo de segmentos de tecidos em
solugdes osmoticas (ex. Cleland, 1967a) ou suprimindo o fornecimento de édgua para determinar
o turgor no qual o crescimento € paralisado (ex. Boyer, 1968). Matyssek et al. (1988)
verificaram que os valores de Y podem ser alterados nas vérias horas de incubagdo requeridas
pelas determinagoes.

Os valores de m t€m sido estimados como o &ngulo da curva de crescimento, em um
perfodo de horas, de segmentos destacados em solugdes osméticas, em fungdo de seu turgor (ex.
Cleland, 1968). A extensibilidade tem sido também estimada e tecidos mortos. Na técnica do
Instron (Cleland, 1967b, Rayle & Cleland 1972, Cleland et al. {987 e Neumann et al. 1988),
uma tensdo constante € aplicada a paredes celulares de tecidos mortos € um valov de
extensibilidade plastica (DP) é estimado a partir da taxa na qual o tecido se expande. Assume-se
que a DP € proporcional a m. Outro método com tecidos mortos € o do estresse de relaxamento
(Yamamoto et al., 1970), no qual as paredes celulares sdo rapidamente estendidas a um nivel
predeterminado e mantidas assim até que a tensdo decresga. Assume-se que 0 tempo necessario
para esse decréscimo € diretamente proporcionai ao valor de im. Todavia, o estresse viscoeldstico
de relaxamento em tecidos vivos envolve trocas metabdlicas e ndo € unidirecional, como nas
técnicas de Cleland e Yamamoto.

Visando solucionar essa limitagdo, Cosgrove et al. (1984) empregaram a sonda de
pressdo para medir diretamente o limiar de relaxamento. Para isso, eles assumiram que, se o
suprimento de 4gua for gradualmente restringido com solugdes osmoticas, o relaxamento
conduzido bioquimicamente ir& continuar até que Y seja atingido. Os valores de i foram obtidos
a partir dos meios-tempos para detecgdo de relaxamento, medido pela sonda de pressdo proposta
ppor Husken et al. (1978).

28.3. Procedimento

A. Construa o aparato para monitorizagdo das mudangas em comprimento de segmentos
individuais e concomitante medi¢do do turgor (figura 12).

B. Selecione plantulas de 6-7 dias, cultivadas no escuro a 28°C. Faga as manipulagdes sob luz
verde difusa, de diodo de galio-fosfito (pico de emissdo: 565 nm, largura de banda: 30 nm),

C. Corte segmentos de 1,5cm de comprimento da regido do epicétilo (segundo entrend),
imediatamente abaixo do gancho apical. Selecione plantulas com 8-12 ¢m de altura e 1,3-2,0 mm
de diametro.

D. Prenda a parte basal do segimento do epic6tilo em uma camara vertical de vidro, por meio de
dois parafusos de néilon. Na outra ponta do segmento, | ¢m acima dos parafusos, conecte um
transdutor de posigdo, para (ransferir o sinal de crescimento do segmento seccionado. Faga a
conexdo do (ransdutor a uma impressora gréfica, via condicionador de sinal e diferenciador de
média.

E. Mantenha o segmento banhado em fluxo continuo de solugdio KCI {imM (0.5 mL.s™).

F. Certifique-se de que o volume da cimara é de 1.2 mL. Coloque uma valvula no porto de
enfrada. para efetuar trocas rapidas de solugdes como, por exemplo, sacarose (50 mOs), para
determinagdo do meio-tempo médio de ocorréncia de mudangas no comprimento do segmento
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(expansdo ou encolhimento). Essa determinacdo poderé ser feita sob iluminagido normal (vide
Cosgrove et al.. 1984),

G. Introduza a sonda de pressdo, por meio de orificio lateral na cAmara, para determinagio do

turgor. Sele o orificio com vaselina para impedir vazamento da solugdo circulante, porém sem
afetar a movimentagdo da sonda.

H. Adapte uma placa de vidro em uma lateral da cdmara para permitir visualizagdo das

operagdes com o tubo microcapilar, através de microscépio horizontal (160 X).

Insira a ponta do tubo microcapilar da sonda (usando micromanipulacor) no segmento
seccionado e verifique quando o 6leo contido no tubo microcapilar é empurrado para dentro
da sonda, pela solugdo citoplasmética. Embora a ponta do tubo microcapilar ndo possa ser
visualizada no microscépio, a entrada da solugdo citoplasmdtica serd instantanea, indicando
que uma célula foi penetrada. Um menisco serd formado, a uma pequena distincia da
superficie do segmento de caule, na interface entre o 6leo e a solugdo citoplasmatica. podendo
ser monitorado diretamente através do microscépio.

OBSERVACAO

e Penetra¢Oes e células internas poderdo ser feitas, sem alterar substancialmente o volume
existente dentro do tubo microcapilar, porém causando pressdo suficiente para empurrar
o menisco (formado na primeira penetragio) para dentro da sonda.

e Normalmente, a posi¢do do menisco ¢ manipulada com o auxilio de um pequeno motor
que move o pistdo de metal no reservatério de 6leo de silicone da sonda (ex. Hiisken et al.
1978 e Nonami & Boyer 1987). Todavia, por causa das rdpidas trocas aquosas que
ocorrem nas células corticais de epicétilos cultivados no escuro, faga controle manual da
posi¢do do menisco, girando o micrémetro (figura 12), em vez de usar retroalimentagdo
eletrénica.

Use o micrémelro para retornar 0 menisco para a mesma posi¢do que ele ocupava antes de a
sonda haver penetrado na célula. Nessa posi¢do, mova 0 menisco ligeiramente para a frente e
para tras, para assegurar que existe contato hidraulico com a solugdo celular. Caso o contato
ndo exisla. além do menisco permanecer imével, grandes mudangas de pressdo serdo
detectadas com diminutos movimentos no micrémetro da sonda.

. Manipule a sonda sob luz verde difusa (ex. [Ampada de tungsténio guiada em refletor com
filtro plastico verde, apresentando transmissdo médxima a 525 nm e transmissdo desprezivel
abaixo de 475 nm e acima de 575 nm). Limite cada se¢do de iluminagdo a 10 min.

OBSERVACAO

e Visto que a pressdo captada pela sonda é registrada numa impressora, o valor de \/p pode
ser determinado, conforime segue: no momento da inser¢@o, o citoplasina tende a avangar
e é contrabalangado pela aplica¢do de pressio na sonda. Apds alguns minutos (com
subidas e descidas na pressdo detectada), obtém-se o equilibrio, cuja pressdo corresponde
ao turgor.

o Igualimente, estudos de relaxamento de pressdo poderdo ser conduzidos, monitorando-se a
descida do menisco, apds o equilibrio. Normalmente, quando este cessa a movimentagdo,
atingiu-se pressdo equivalente a Y.
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OBSERVACAO

e Geralmente, medi¢Oes sdo efetuadas decorridos 60-90 min da montagem da amostra,
quando a taxa de crescimento tiver se estabilizado em um segundo patamar. Os valores
do yp sdo, tipicamente, obtidos cerca de 10 min apds a inser¢do do tubo microcapilar da
sonda.

e (O sistema permite monitorar concomitantemente as alteragdes no yp € na taxa de
crescimento do segmento seccionado. Opcionalimente, determine o yr, da seiva expressa
de tecidos frescos, ou descongelados, usando osmdémetro de pressio de vapor ou de ponto

de congelamento.

25.4. Uso da Sonda de Pressao para Amostragem da Solugio Citoplasmatica

e Shackel (1987) empregou o tubo microcapilar da sonda de pressdo como micropipeta para
retirar amostra da solugdo citoplasmética (provavelmente, do vaciolo) de células individuais

da epiderme, conforme a seguinte técnica:

A. Aplique pequena tensdo (-0,02 MPa), penetre a sonda no tecido, com imediata coleta de

fluido.
B. Transfira o fluido, rapidamente, para a cavidade da amostra de um osmdmetro de ponto de

congelamento em nanolitro. A cavidade deve estar preenchida com éleo de silicone.

¢~ contrapeso

diferenciador| |condicionador
de média de sinal

{
inpressora
grafica

¢— transdutor de posi¢io

6leo de

_¢,——Paraabomba de vicuo

hastio de metal menisco

oleo/citoplasma

parafuso do
micrimetro

transdutor de
pressio

FIGURA 12. Montagem experimental para medi¢do simultinea de pardmetros hidricos e da taxa
de alongamento (crescimento) em segmentos do epic6tilo de ervilha (adaptado de

Cosgrove & Steudle, 1981).

C. Faga a transferéncia da seguinte forma: remova o tubo microcapilar da cubeta de troca
gasosa, posicione a ponta do tubo microcapilar abaixo da superficie do 6leo no
compartimento da amostra e injete uma pequena quantidade do fluido no 6leo. Faga a
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manipulagdo manuaimente ( com o micrémetro ou com sonda de pressdo controlada por
bastdo de vidro). Mega o potencial osmético da amostra.

25.5. Determinagiio da Osmolalidade com Osmdmetro de Pressio de Vapor

CUIDADOS

e Para a calibragdo do aparelho, adote somente padrdes osméticos comprovados, ou
recém-preparados. Empregue, pelo menos, dois padrdes (ex. 290 e 1.000 mmolkg™") e
uima escala nomogréfica. Para outros detalhes, siga as instrugdes do fabricante.

¢ Confira a precisdo da micropipeta, antes de aplicar amostras.

e Esse aparelho mede a osmolalidade em amostra presente em um disco de papel livre de
solulos, o qual é posicionado na cdmara da amostra.

e O volume necessario € de apenas 2-10 1L, porque a medigdo se baseia na pressdo de vapor
da amostra. Esta € alterada em proporg¢dio ao numero de particulas de soluto dissolvidas e
cada kg clo solvente (a4gua). Portanto, ela é uma medida indireta da osmolalidade.

s O sensor € um higrometro de termopar de fiagdo delgada, embutido na camara da amostra.

e Na medigdo. a pressdo do vapor rapidamente se eleva, para atingir o equilibrio na atmosfera
da cAmara. A temperatura da camara, detectada pelo termopar, € o ponto de referéncia para
a medigao. Por controle de microprocessador, o termopar procura a temperatura do ponto de
orvalho, liberando um sinal proporcional a diferenga de temperatura.

s A diferenga cle temperatura entre o ambiente da camara € o ponto de orvalho é a depressao de
temperatura do ponto de orvalho (DTPO), a qual é fungdo da pressdo de vapor da amostra

e A camara da amostra é mantida a 37°C. A resolu¢do para se medir a DTPO chega a
0.00031°C. Para amostras com osmolalidade de 200 mmol.kg™" ou mais, o ciclo de medi¢do
é, tipicamente, inferior a | min.

25.6. Comparacio entre os Métodos para Determinacio de Parametros Hidricos

TABELA 10. Comparagdo entre os métodos para determinagdo de pardmetros hidricos em
amostras vegetais (adaptado de Shackel, 1987).

Método Vantagem Limitacdo

Psicrémetro de Termopar A medi¢iio ¢ direla Depende de equilibrio de vapor
Psicrometro Isopiéstico Remove o erro do equilibrio de O uso de tecido destacado induz,
vapor mudangas metabolicas em
Psicrémetro in sitn Niio hd excisdo do tecido Nio € possivel cstabelecer o
equilibrio térmico
Bomba de Pressiio Medigio direta do vy Usa 6rgios destacados e a

obtengdo de vy 5, pela curva P-
V. depende de precisiio na
determinacio do volume
apoplastico

Sonda de Pressiio Medicaio direta do Wp Para se conhecer o valor de vy,
€ necessario medir vy, por
outros métodos
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26. RESPIRACAO - DETERMINACAO EM MITOCONDRIOS ISOLADOS

26.1. Introdugio

O catabolismo do agticar, na presen¢a de O, em quantidade adequada, efetua a oxidagdo
completa do substrato e acopla esta oxidagdo 2 producdo de ATP, conforme o esquema abaixo;

CeH1206 + 60, + 39ADP + 39Pi = 6CO- + 6H,0 +39ATP

As 39 moléculas de ATP produzidas representam um aumento considerével sobre os 4 ATPs
por molécula de glicose produzidos no catabolismo anaerébio (fermentagdo). As reagdes que tornam
esse incremento possivel ocorrem nos mitocondrios. O produto glicolitico final - piruvato - é
descarboxilado e oxidado para produzir CO. e NADH,, o qual é posteriormente reoxidado, liberando
energia. Essa reoxidagdo do NADH, € acoplada a formagdo de ATP a partir do ADP e Pi. Os
detalhes dessas reagdes (ciclo do acido tricarboxilico e cadeia respiratoria de transporle de elétrons)
estdo disponiveis em vérios livros-textos de bioquimica.

No presente método, propde-se a medigdo do consumo de O, por mitocondrios (Millerd et al.,
[951) de feijdo-mungo (Vigna mungo L.) tratados com intermedidrios do ciclo do dacido
tricarboxilico. A produgdo de ATP € demonstrada pelo ensaio da cauda de vaga-lume (Photinns
pyralis).

26.2. I'undamento

e A técnica baseia-se no fato de o bLrilho produzido pelos vaga-lumes depender de energia
proveniente de ATP. Se uma solu¢do com ATP € adicionada a um preparado de caudas de vaga-
lume maceradas, um brilho verde-amarelado serd produzido. Isso ocorre porque a luciferase,
presente na cauda do vaga-lume, catalisa a oxidagdo de D-luciferina, na presenga de ATP, para
gerar oxiluciferina ¢ a luminosidade. O preparado de caudas de vaga-lume é produzido
comercialmente.

26.3. Procedimento
26.3.1. Preparo dos Mitocondrios

A. Colete a parte aérea de plantulas cuitivadas no escuro, com quatro dias de idade. Anote o peso
(20-35 g).

B. Macere a amostra em gral de porcelana a 4°C, com 40 mL de meio homogeneizador (sacarose 0.4 M,
Na>,HPO,-KH,PO, 0.1 M, pH 7.1).

C. Tiiitre o homogeneizado em camada dupla de gaze, com deposigiio em béquer gelado.

D. Transfira o filtrado para dois tubos e centrifugue a amostra a 500 x g a 2°C. por 5 min.

E. Decante o sobrenadante em outro conjunto de tubos e centrifugue a amostra a 10.000 x g a 2°C,
por 15 min, Use uma pipeta conectada a um aspirador para remover o sobrenadante.

F. Ressuspenda o sedimento, com o auxilio de um bastdo de vidro a 4°C, em 20 mL do meio
homogeneizador. Centrifugue a amostra a 10.000 x g a 2°C. por 15 min.

G. Remova o sobrenadante, como anteriormente, e ressuspenda o sedimento em 4 mL de meio
homogeneizador. Mantenha o material no gelo.
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A.

26.3.2. Medicdo do Consumo de O,

Faca medicdo manométrica, empregando um respirémetro. Como alternativa, modelos recentes de
medidores de FS podem ser usados para medir a evolugdo de CO, (vide capitulo 28).

B. Prepare um conjunto de oito frascos de reac¢do, conforme o esquema abaixo:
N® | Cémara Principal’ Braco Lateral
L 2,1 mL MRF" 0,4 mL de MRF
2 2,1 mL MRF 0,4 mL glicose 140 mM em MRF
3 2,1 mL MRF 0,4 mL de piruvato 150 mM em MRF
4 2,1 mL MRF 0,4 mL de malato 150 mM em MRF
5 2,1 mL MRF 0,4 mL de piruvato 150 mM + malato 150 mM em MRF
6 2,1 mL MRF 0,4 mL de succinato 150 mM em MRF
7 2,1 mL NaF 10 mM em MRF 0,4 mL de succinato 150 mM em MRF
8 2,1 mL NaF 10 mM cm MRF 0,4 mL de piruvato 150 mM + malato 150 mM cm MRF

f' A camara principal de cada frasco também contém 0,5 mL de mitocondrios de leijaio-mungo.
" MRF (mistura de reagiio do feijio): (ampio fosfato 50 mM (pH 7,1), contendo sacarose 300 mM, MgSO, 1
mM e ADP | mM. '

C.
D.

E
F.
G

Conecte os frascos aos mandmetros e agite-os a 30°C, por 10 min.
Remova cada frasco cuidadosamente e transfira o contelddo de cada brago lateral para a camara
principal.

. Reconecte os frascos, agite por 1 min e vede o sistema,

Faca leituras a intervalos de 5 min, durante 30 min.

. Calcule, empregando a lei dos gases perfeitos (PV = nRT), a taxa de consumo de O; de cada

frasco, expressando os resultados em moles O,.h™.g". Lembre-se de que g refere-se a peso fresco.

26.4. Demonstracéo da Producio de ATP

A

26.

Triture duas caudas de vaga-lume desidratadas em tubo de ensaio, com o auxilio de uma espétula
e 0,5 mL de tampdo fosfato SO mM, pH 7,1. Prepare um tubo para cada ensaio.

. Pipete, apos completar as determina¢des manométricas, 0,5 mL de cada mistura de reagao em

tubos de ensaio rotulados.

. Coloque um tubo com o preparado de cauda de vaga-lume em um suporte para tubos adjacente.
. Transfira o material para uma sala escura. A medida que seus olhos se adaptam, serd possivel

visualizar wn leve brilho dos preparados de cauda de vaga-lume, por causa do ATP residual,

. Injete a mistura de rea¢do em um tubo com preparado de cauda de vaga-luime e verifique se um

stibito piscar de cores acontece. Tente comparar os brilhos de cada tubo e termos de intensidade.
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27. FOTORRESPIRACAQ - ESTIMATIVA

27.1. Introdugio

A fotorrespiragio é a producdo de CO, concomitante & FFS. conforme observado em plantas
Ca Atualmente, aceita-se que a oxigenagdo da RuBP ¢ a fonte do fosfoglicolato que serve de
substrato para o metabolismo do glicolato no ciclo fotossintético de oxidacdo do carbono (o COs
liberado na FR € proveniente da oxida¢do da glicina - duas moléculas de glicina para cada molécula
de serina + CO,). Existem, no entanto, dividas quanto as perdas fotossintéticas causadas pela FR e
estimativas variam desde 15 a 50%. Tal fato deve-se a existéncia de fontes potenciais cle erros nos
métodos mais empregados para estimar a FR havendo, em decorréncia, forte tendéncia cos
pesquisadores para o uso de equagdes, conforme Sharkey (1988).

27.2. Limitagoes dos Métodos para [Sstimativa da 'R

Os quatro métodos mais empregados para a estimativa da FR t&m recebido numerosas
criticas, a saber:

s Aumento Siibito Pos-Iluminatorio de CO;: ao se apagar a iluminacdo, o metabolismo da glicina
continua apés a paralizagdo da assimilagdo de CO, (1 a 4 min), indicando a ocorréncia da FR.
Todavia, o CO, produzido. conforme detec¢do normalmente feita por analisadores de sinal, pode
ndo ser uma estimativa confiavel da FR, porque. muitos argumentam, niveis ndo despreziveis de
assimilagdo de CO, ainda acontecem apds o escurecimento. Além disso. a respiragdo, pelos
mitocondrios, adiciona CO- ao sistema.,

e Liberagio de CO, em Atmosfera Livre de CO;: essa taxa é mascarada por trés fontes de erro. a
saber: (1) a FR é mais intensa na auséncia de COs; (2) o nivel de RuBP tende a ser mais baixo
nessas condicoes; € (3) a Rubisco tem sua agdo carboxilica extremamente reduzida.

e Inibi¢do da Assimilagdo Liquida de CO, pela Adi¢io de O;: o enriquecimento do ambiente
com O tende a favorecer a ag¢do da Rubisco como oxigenase, em detrimento da fungdo
carboxilica. Todavia, a inibigdo da FS pelo O, € variavel sem, contudo, significar que semelhante
variagdo esteja acontecendo também na FR. Além disso, as sinteses de amido e de sacarose
limitam a taxa fotossintética, mascarando a sensibilidade da FS & adicdo de O.. sem que se saiba
o resultado sobre a FR.

o Raziio de Assimila¢iio "'CO,/"*CO;: esse método baseia-se no suprimento de “CO, 4 atmosfera
durante poucos segundos. Nessas condi¢des, os compostos metabdlicos do ciclo de oxidagdo
fotossintética do carbono ndo irdo conter '*C, permitindo obter-se uma correlagio direta entre
suprimento e uso do '*C na carboxilagdo (fotossintese bruta - Fsh). Medindo-se entio a
fotossintese liquida (FS/) com analisador IRGA, tem-se que FR = FS& - FS/. A limitagdo maior
dessa abordagem repousa sobre o valor a Fsh, visto que a atividade especifica do COs nos sitios
da carboxilagdo nio pode ser calculada com precisdo, em virtude da reciclagem de CO; nos
espagos intercelulares. a qual é causada pela FR. Outra ddvida sdo as evidéncias experimentais
que demonstram existir discriminag@o isotépica da Rubisco contra o e

27.3. Listimativa da R por meio de Iquagtes

Uma equagdo que tem tido grande aceitacdo pelos pesquisadores € a seguinte:
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Lqunagdol (Laing et al., 1974):

Yoo Yo : C 'RfK
0+K0(1+———KC) i

Por causa das limitagdes na determinagdo de alguns componentes, outra equagdo foi
proposta, baseada em técnicas avangadas de anlise de trocas gasosas. O pardmetro gama-estrela
(T"+) foi definido como o ponto de compensagdo (ou seja, a tnica liberagdo de CO, acontece via FR).

LEquacdo 2 (Farquhar & Von Caemmerer, 1982):
O =T./C

Em razdo da complexidade para se atingir o valor de ['s, Brooks & Farquhar (1985)
determinaram I'» para vérias temperaturas (em espinafre) e definiram um célculo para o valor
estimado I's” (L.L™"), do qual o I pode ser obtido, desde que a pressdo atmosférica (P, expressa em

MPa) seja conhecida e a concentragdo de O, no ar seja de 21%.
Lquacdo 3 (Brooks & Farquhar, 1985):
[ =427 + 1,68 (T - 25) + 0,0012(T - 25)
Lquagdo 4 (Brooks & Farquhar, 1985):
=014 .P
Determinando-se '+ (equagdes 3 e 4), chega-se ao valor de @ (equagdo 2), desde que o teor
de CO» no ar seja conhecido. e daf é possivel calcular a FR, medindo-se a taxa fotossintética e a taxa

respiratéria no escuro, de acordo com a equagao:

Egunacdo 5 (Sharkey, 1988):

_ A+Ry
YT s+ L
05+ L

27.4. Simbholos Usados

A = assimilagido fotossintética de CO, (pmol.m'z.s")
C = concentragdo de CO, (ubar)

O = vy/v. (sem unidade)

. = ponto de compensagio do CO, (jibar)

K. =K., da Rubisco para o CO, (ul.L")(ubar)

K. = K,, da Rubisco para 0 O, (ml.L")(mbar)
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K. = K,, da Rubisco para a RuBP (;iM)

O =concentragiio de O, (mbar)

P = pressio atmosférica (bar)

Ry = taxa respiratéria no escuro (}uno].m'z.s")

T = temperatura (°C)

V. = Vi da fungdio oxigenase da Rubisco (pmo].m'l.s")

v, = taxa de carboxilagdo (pmol.m'z.s")

v, = taxa de oxigenagio = duas vezes a taxa de fotorrespiragio (tmol.m™.s™)

27.5. Referéncias Bibliogralicas

BROOKS. A.; FARQUHAR, G.D. Effect of temperature on the CO«/O, specificity of ribulose-1,5-
biphosphate carboxylase/oxygenase and the rate of respiration in the light. Estimates from gas
exchange measurements on spinach. Planta, Berlin, v.165. p.397-400, 1985.

FARQUHAR, G.D.; VON CAEMMERER, S. Modelling of photosynthetic response 10
environmental conditions. In: LANGE, O.L.; NOBEL, P.S.; OSMOND, C.B.; ZIEGLER, H.
eds. Encyclopedia of Plant Physiology, New Series. Berlin: Springer-Vertag, 1982, p.459-
587.

LAING, W.A.: OGREN, W.L.; HAGEMAN, R.L. Regulation of soybean net photosynthetic CO-
fixation by the interaction of CO., O. and ribulose-1,5-biphosphate carboxylase. PPlant
Physiology, Rockville, v.54, p.678-685, 1974,

SHARKEY, T.D. Estimating the rate of photorespiration in leaves. Physiologia Plantarum,
Copenhagen, v.73, p.147-152, 1988.






28. FOTOSSINTESL E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a - MEDICAO

28.1. Introdugio

A necessidade de se conhecer as taxas de FS estd bem documentada, visto sua sensibilidade a
varidveis ambientais e culturais. Da mesma forma, essas medicdes se tornain relevantes no exame de
gendtipos contrastantes ou incidéncia de parasitas.

Também importante € a fluorescéncia emitida pela clorofila ¢, nos cloroplastos associados ao
PSII. durante o processo de absor¢do de luz. A cinética circadiana da emissiio dessa fluorescéncia é
complexa e depende, primariamente, das mudangas e integridade do sistema de membranas
tilaquéides. As caracteristicas da curva de emissio de fluorescéncia sio modificadas por qualquer
ocorréncia que influencie o metabolismo fotossintético. sendo um indicador direto dos efeitos
ambientais sobre o complexo de captagdo de luz.

No método tradicional de medi¢do da FS, uma folha é colocada em uma camara. com
passagem for¢ada de ar a uma taxa conhecida. Por meio da medi¢ao da concentra¢do de CO, no ar
antes e aphds a passagem na camara. pode-se medir diretamente a taxa de assimilagdo de CO, A
andlise de CO, em plantas intactas é geralmente conduzida em analisador infravermelho de géis
(JIRGA). Outro método é o eletrodo Clark, que mede a taxa fotossintética e a fluorescéncia da
clovofila ¢ em discos foliares destacados. As duas abordagens sdo descritas neste capfitulo.

28.2. IRGA

28.2.1. Fundamento

» Antes de ocorrer injecdo da amostra, o nitrogénio passa através da célula de referéncia e da
célula de amostra. de maneira que o analisador permanece zerado. Para analisar uma amosira.
um dado volume de gas é injetado na corrente de nitrogénio. no ponto mostrado (figura 13). por
meio de uma seringa. O aumento sibito no nivel de CO, faz com que a leitura maxima obtida
seja menor do que a observada em fluxo continuo de amostra gasosa. A deflexdo do ponteiro
indicador e seu subseqtiente retorno ao zero sdo rapidos o bastante para representar um pico no
registrador potenciométrico.

e Nesse sistema, a leitura obtida do analisador € proporcional a quantidade total (e nio a
concentracio) de CO, na amostra. Todavia, mantendo-se o volume da amostra injetada
constante, pode-se determinar seu teor de CO..

e Para medir a absor¢do diferencial de energia infravermelha, o instrumento usa um sistema o6tico
de feixe duplo. contido na se¢do do analisador (vide diagrama na figura 14). Duas fontes
infravermelhas sdo usadas, sendo uma para o feixe da amostra e a outra para o feixe da
referéncia. Os feixes sdo bloqueados, simultaneamente, 10 vezes por segundo, pela hélice (lamina
de dois segmentos, girando a 5 rps). Sem bloqueio (figura 14.A), cada feixe passa pela respectiva
célula e pelo detector.

e A célula da amostra é um tubo de passagem que recebe um fluxo continuo de amostra. A célula
de referéncia é um tubo selado que contém o gas de referéncia. que € selecionado para exibir
absor¢do minima de radiagdo infravermelha nos comprimentos de onda absorvidos pelos
componentes da amostra nos quais ha interesse de estudo.

e O detector é formaco por dois compartimentos selados, separados por um diafragima metalico
flexivel. Cada compartimento possui uma janela para transmissao de radia¢do infravermelha, que
permite a entrada do feixe energético correspondente. Em ambas as camaras. o componente de
interesse é mantido na forma gasosa, sob pressdo subatmosférica. Durante a operagdo, a
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presenga desse componente na amostra provoca uma diferenga de nivel energético, entre a se¢io
da amostra e a se¢do da referéncia, a qual € detectada, conforme a seguinte seqiéncia: (a) na
célula da amostra, parte da energia radiante original do feixe é absorvida pelo componente de
interesse, sem altera¢@es detectaveis na célula de referéncia: (b) dentro do detector, cada feixe
aquece o gds presente na respectiva cdmara. Todavia, o gés na cdmara da referéncia apresenta
maior aumento de temperatura, por apresentar maior energia liquida; (¢) o maior aquecimento da
camara de referéncia aumenta sua pressdo acima dos niveis observados na cadmara da amostra: e
(d) essa pressdo distende o diafragma em dire¢do a cdmara da amostra. Portanto, o incremento
energético é gasto na flexdo do diafragma.

* Essa flexdo € medida em unidades de capacitancia. O diafragma e o botdo estaciondrio adjacente
constituem um capacitor. O afastamento do diafragma do botdo estacionario (causado pela
flexfio) reduz a capacitancia.

Injecio da
amosira de
gas

Saida da amostra
—_—

«—

Enirada da amosira

IRGA

Saida da referéncia

¢ Enirada da referéncia (N3)

—

FIGURA 13. Esquema geral da medigao de FS em que se usa o IRGA.

28.2.2. Procedimento Tradicional

A. Coloque uma folha dentro da camara de amostra, sob condigdes apropriadas de luminosidade, e
sele a camara.

B. Ligue o ventilador e recolha uma amostra do ar da camara com uma seringa (pelo menos 10 mL
de ar). Imediatamente introduza a seringa em uma relha de borracha, para prevenir vazamentos.
Repita o procedimento mais duas vezes. anotando o intervalo entre amostragens, em s).

C. Analise as amostras no aparelho.

D. Determine a drea da folha amostrada (ex. desenhe o contorno da folha em papel milimetrado e
conte os quadrados, expressando os valores em m?).

E. Determine. usando a curva de calibragdo. a concentragdo de CO» nas amostras gasosas (em ppm).



FOTOSSINTESE £ FIUORESCENCIA DA CLOROFILA a - MEDICAO

153

(A FEIXES’NKO BLOQUEADOS PELA HELICE PASSAM ATRAVES
DAS CELULAS E ENTRAM NO DETECTOR

Rloléculas nio Moléculas ahsorvedoras

a l.'lu':I
absoxvedox‘as m de infravermelho

Moior da hélice —

Fonte da referéncia <k «Fonte da antostra

Hélice

¢ Entrada da amostia

T

p

Célula de amostra

= Saida da amostra

Célula de referéncia

Bolio estacionario Detector
.
Chmara da « (Camarada amosira
referéncia

Unidade oscilatoria-» N Diafragma distendido

Ll

Para o amplificador/Seco de contrvle

(B) FEIXES BLOQUEADOS PELA HELICE NAO ALCANCAM O DETECTOR

Roitor da hélice —

i 4« Fonte da amostra

§ =, gl s — ¢ Enirada da amostra
'.2: !:' “:., E \ : .

& nﬂ ]

gloa ol & rea

3 :u: " § . nn'

8 2o s & ::"-' —> Saida da amostra

Detecior

«Cmara da amosira

Camara da
—3
referéncia

Unidade oscilatéria - Diafragma ndo distendido

Para o amplificador/Secio de conirole

FIGURA 4. Diagrama simplificado de um analisador infravermelho de gas (IRGA).

F. Determine a alterag¢do na concentragdo, para um dado lapso de tempo (= A ppm/tempo).
G. Expresse Appm/tempo como Amole/tempo x 22,400 cm”, com base nas seguintes consideragdes:
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a) De acordo com a lei dos gases perfeitos (PV = nRT), a 273°K (0°C) e | atm de pressdo, a
pressio de | mole de gas ocupa 22,4 L. Visto que existem | milhdo de nmoles.mole”, | ppm =
| nmole.mole™. Portanto:

= 1 _1mole 1 pmole
1 ppm = 1 jumole.mole-’. 32.400 ¥ = 32900 ent

b) Visto que a temperatura ndo é 0°C, uma corregdo deve ser feita para temperatura (o erro por
causa da pressdo € desprezivel). Logo:
[ ppm = 1 mole/22.400 cm’ = 273 K/K do ambiente
H. Multiplique o valor de 09 pelo volume da cdmara, para obter a estimativa da mudanga em punoles
na camara, conforme:

___Apmoles e volume da cAmara em cm® =jumoles assimilados.tempo!
tempo. 22.400 cm’

I. Divida o valor encontrado pela 4rea foliar, para expressar os dados em pmoles.m™. O PM do CO,
¢ 44 g.mole™. Calcule a taxa fotossintética em mgCQO.m™.s™".

28.3. Sistema IRG A com Microprocessador

s [sse aparelho tem sido muito empregado (ex. Nicolodi et al. 1988, Dias-Filho 1995 e Liu ef al.
1995) e consiste de um analisador de CO, ., um console e um compartimento de sensores, com
cimara de amostra trocavel (op¢des de 0.25: 1,00 ou 4,00 L de capacidade). O analisador é
calibrado para a faixa de 0-1.500 ppm ¢ a circula¢do do ar € for¢ada por meio de uma bomba. O
console é um microprocessador que gerencia os dados (logging, armazenamento, céiculos e
comunicagdo com impressora ou computador). O sistema possui ainda sensores para temperatura
(ca folha e do ar), U.R. e quantum. A presenga de baterias recarregaveis assegura seu uso em
condi¢des de campo.

* O apareiho apresenta o seguinte modo de operagdo:

-~ O ar é retirado da camara da amostra (contendo a folha), passa através do analisador e retorna &
cdmara da amostra, fechando o circuito. No analisador, o ar passa por dois caminhos paralelos:
(a) rota com dessecante, para respostas rapidas no medidor do fluxo (1 s); e (b) rota de escape,
com uma vélvula que desvia o fluxo do dessecante e do medidor de fluxo. Isso permite controle
proporcional do fluxo de ar através do dessecante, sem afetar o fluxo total do sistema e a rapidez
de resposta. Variando a taxa de passagem do ar pelo dessecante. pode-se manter a U.R. da camara
da amostra constante.

— Para medir a taxa de troca liquida de CO,, uma folha € colocada em cimara hermética e a
taxa de mudanga na concentragdo de CO, € monitorada em um curto espago de tempo (10-
20 s). A taxa de FS liquida é entdo calculada pelo microprocessador, usando essa taxa de
mudanga de concentragdo e outros fatores, tais como drea foliar, volume da cémara e
temperatura. Erros ficam, tipicamente, abaixo de 0,2 ppm.

¢ A medi¢do da condutincia estomética é conduzida da seguinte forma:

- A U.R. da camara da amostra aumenta, & medida que a folha transpira. Esse aumento é
compensado pela entrada de ar parcialmente seco, procedente do analisador. A taxa
transpiratoria é calculada a partir da mudan¢a da U.R. dentro da cimara, em razdo do
tempo. e da por¢éo do fluxo total que passa através do dessecante. A taxa transpiratéria e as
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temperaturas do ar e da folha sdo usadas para calcular a resisténcia total da folha. da qual a
BL é subtraida, resultando no valor de resisténcia e condutancia dos estématos.

—~ A fragdo de moles de COs presente na fase gasosa pode ser estabelecida com margem de erro

< 19%. usando CO, puro (99,99%) e um cilindro volumétrico misturador para calibra¢io de
gés. Este é usado para misturar padrdes e compara-los a gases comerciais. Assim, o valor da
concentragdo de gases mais baratos, ndo calibrados. pode ser corrigida.

CUIDADOS

O analisador de CO., o sensor de U.R. e o medidor de fluxo requerem calibra¢io periddica.
Geralmente, o fornecedor recomenda que o sistema completo seja remetido anualimente
fabrica ou ao representante autorizado, para calibra¢io e manutengo.

O zero e a amplitude do analisador de CO, devem ser verificados diariamente. Embora o
analisador fornega gés livre de CO,, um tanque com CO» puro € necessirio para a ajustar a
amplitude. O nivel de CO, deve estar entre 500 e 1.000 ppm.

A calibragdo de fabrica do sensor de U.R. deve ser verificada diversas vezes ao ano.
usando-se um psicrémetro ou higrémetro de ponto de orvalho.

O dessecante deve ser de perclorato de magnésio anidro granulado, por apresentar pouca
interacfio com o CO;. Outros dessecantes, como silica-gel e sulfato de calcio ndo devem ser
usados, porque interagem com o CO..

A calibragdo apresenta os seguintes passos:

Elimine o CO, do cilindro. coloque CO, seco e faga a selagem. A seringa. com o émbolo
puxado, extrai um volume determinado de CO, de uma fonte de fornecimento.
Empurre 0 émbolo da seringa, para injetar o contetido no cilindro, o qual ir& se misturar ao gas

existente. Ex: 300 pL de CO, puro, injetado em | L de gas livre de CO> produz uma mistura
que contém 300 ppm de CO,.
Conecte a entrada frontal do cilindro ao analisador e force a saida da mistura gasosa.

OBSERVACAO

Os dados coletados ficam armazenados na memoria do aparelho, em péaginas numeradas.
Tipicamente, o programa oferece uma marcha padronizada para as manipulagdes e
aplicativos adicionais, que permitem ao usudrio selecionar fun¢des de sua preferéncia, tais
como definicdo de teclas, colocagdo de cddigos para execucdo de tarefas programadas,
conexdo a sensores adicionais, delineamento do formato de saida dos dados. edi¢do dos
dados armazenados ¢ controle externo, para operagdo remota por computador (com uso de
de conector RS-232C e programa de comunicagdes).

28.4. IRGA Acoplado ao Cabegote do Sensor

Nesta recente modalidade, a bancada 6tica do analisador € aberfa diretamente para o volume da
mistura da camara da amostra, onde a folha estd posicionada. Conseqlientemente, nio ha
tubulag@o de retorno (entre a camara da amostra € o console), eliminando o tempo de espera que
pode confundir correlagdes que envolvem a troca gasosa e mudangas ambientais. Essa
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caracteristica também elimina o lapso de tempo requerido para equilibrio por causa da adsorgdo
de vapor nas paredes dos tubos.

e O apatelho possui analisadores de rota dupla que medem as concentragdes absolutas de CO. e
H,O continuamente, eliminando consideragdes sobre as entradas gasosas. Portanto, os
analisadores da referéncia e da amostra podem ser comparados a qualgquer momento. manual ou
automaticamente, sem alterar as condigdes existentes na camara da amostra.

28.5. I'otossintese e Fluorescéncia da Clorofila @ em Sistema com Eletrodo Clark

e Por monitorar a produgio ou consumo de O, em uma cdmara vedada. contendo um cisco ou
segmento foliar. o eletrodo Clark (Delieu & Walker 1972, 1981) permite a medigdo da FS e da
respiragdio (ex. Adhikary et al., 1990). Visto que os cloroplastos sdo mantidos saturados sob alta
concentragio de CO, a medicdo ndo € influenciada pelo fechamento dos estdmatos. A
temperatura € mantida constante, por meio de circulagdo de dgua. O aparelho € calibrado pela
inje¢Ao de um volume conhecido de ar dentro da cdmara da amostra e da medigdo da variagdo na
safda de corrente eléfrica.

e A fluorescéncia da clorofila @ (Delieu & Walker, 1983) € simultaneamente monitorada através de
janela lateral, usando-se uma fonte luminosa, detector e filtro apropriado (figura 15). O equipamento é
wlilizaco para comparar as respostas fotossintéticas em gendtipos contrastantes e para verificar os
efeitos de estresses ambientais, dentre outros usos (ex. Nicolodi et al. 1988, El-Sheekh 1993, Portes &
Magalhdes 1993 e Koroleva et al. 1994).

28.5.1. Descrigdo Geral

o [letrodo Clark: o catodo de Pt é montado em uma redoma de araldire, por meio da qual uma
membrana de Teflon é esticada.

o Camara da amoestra: feita de aluminio anodisado, permitindo controle da temperatura por
circulagdo de agua.

o Luz actinica: 1ampada 12 V, 150 W com refletores parabélicos internos. que favorecem a luz
visivel, com filtragdo de calor adequada; ou LED de densidade méaxima de fluxo de fétons, ao
nivel do disco foliar, de 235 punol.m™.s™" (medida com sensot quantico) e pico em 660 nm.

e Calibrag¢do: a camara € saturada com N, ar ou outra mistura gasosa. Entdo. a diferenga entre o
sinal elétrico do eletrodo no ar € no N, € aceita como uma medida da pressdo parcial de O, na
atmosfera. Para precisdo absoluta, a pressdo barométrica deve ser considerada.

28.5.2. Operagdo Tipica

A. Coloque a amostra, feche a c@mara hermeticamente e faga a calibra¢fio. Para a curva de
calibragdo, coloque 400 ul de solugdo de ditionito de s6dio sobre a cobertura de espuma de
borracha do eletrodo. ApGs aspiragdo da solugdo, faca a leitura, que refletird a concentragiio de
O, na atmosfera (21%).

B. Espere pelo equilibrio térmico (2-3 min), em que uma assimilagdo aparente de O, € registrada.
Mantenha a temperatura a 20°C. Virios autores deixam o tecido incubado na cAmara por 20-30 min,
sem iluminagdo. Em seguida, a luz € ativada e os dados registrados na meméria do console, ou em
registrador potenciométrico.

C. Abra o disparador. iniciando a evolugdo do O,. A fluorescéncia registrara um aumento inicial e
depois comecara a decair. Essa dissipacio € registrada.
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FIGURA 15. Diagrama do conjunto eletrodo Clark-sonda para medicdo da fluorescéncia. O disco
foliar se ap6ia sobre uma tela de aco inoxidéavel. O eletrodo se situa abaixo da cAmara
da amostra, com seu catodo de Pt exposto a atmosfera da mesma. O tecido foliar é
pressionado levemente contra o teto da camara por um disco de espuma de borracha, o
qual também separa a amostra do tampdo de carbonato-bicarbonato presente no tubo
capilar de jun¢do. O tecido € iluminado pela janela lateral, a qual também permite que
a fluorescéncia atinja a sonda (inserida em angulo de 40%), onde é monitorada por um
fotodiodo. A luz actinica azul € proporcionada diretamente ou através de fibra 6tica
(topo do diagrama), com ativag@o por disparador eletronico. O fotodiodo é protegido
da luz actinica por um ou mais filtros. As torneiras laterais sdo para calibragdo e
ajustes da fase gasosa (adaptado de Delieu & Walker, 1983).
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OBSERVACAO

* Se a quantidade de ar injetada na cAmara da amostra for pequena (10 pL), a resposta inicial
do eletrodo sera registrada em 1,5 s e a mudanga na taxa de evolugdo de O, (em resposta a
variagdes na intensidade luminosa) serd detectada em menos de 2 s.

e Em estudos da dissipagdio da fluorescéncia em resposta a estresse, a medicdo é conduzida
por. aproximadamente, 10 min,
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29. ENZIMAS I - PURIFICACAO DA FOSFATASE ACIDA

CUIDADOS

¢ Mantenha as preparag8es sob baixa temperatura, para reduzir a desnaturacdo e a aciio de
enzimas proteoliticas.

e Evite agitacdo violenta de preparagdes enzimaticas. A formagido de espuma significa
desnaturacdo e perda da atividade.

e Trabalhe rpido e evite contaminar a suspensdo enzimética.

29.1. Introducio

O estudo de enzimas é fundamental em fisiologia vegetal, visto que, praticamente, todas as
respostas da planta envolvem processos metab6licos, os quais sdo regulados por diversos complexos
enzimaticos. Atualmente, numerosas marchas para purificaciio e determinagdo da atividade de
enzimas estdo disponiveis, com variados graus de refinamento. Para descricdes pormenorizadas de
fundamentos e métodos, o leitor deve consultar Jackoby (1971). Deutscher (1990), Eisenthal &
Danson (1992) e Passonneau & Lowry (1993). No presente trabalho, foram selecionadas algumas
técnicas, as quais se encontram descritas neste capitulo e também nos capitulos 30, 31, 32 e 33. A
nomenclatura enzimética em portugués € a adotada por Lehninger (19806).

A fosfatase acida € uma enzima hidrolitica, presente em vérias partes da planta.
Recentemente, € grande a tendéncia de se usar o inununoblotting protéico para sua detecgdo € analise
quantitativa (ex. Haraguchi et al., 1990). As técnicas de fracionamento indireto (pelas quais as outras
enzimas sdo separadas da fosfatase 4cida) também permitem sua purificagdo. Essa estratégia
(adaptada de Misuta & Suda, 1980) € abordada neste capitulo.

29.2. Homogeneizagio da Amostra

A. Prepare o tampio de extragdo com a seguinte composicdo: Tris-HCI 50 mM |, Na;EDTA 3 mM e
sacarose 1% (p/v), pH 7.2.

B. lFaga a homogeneizagdo de 8 g MV de plantulas de feijao com sete dias, cultivadas no escuro, em
gral de porcelana (4°C), com 20 mL de tampdo de extragdio € 0,5 g de areia quartzosa.

C. Tiltre o homogeneizado através de gaze ¢ centrifugue o filtrado a 20.000 x g a 4°C, por 20 min.
Conserve o sobrenadante, para medi¢do da atividade enzimética e determinagdo do teor protéico
pelo método de Lowry (capitulo 8).

29.3. Dialise da Amostra

e A solubilidade da maioria das proteinas em solugdes aquosas pode ser atribuida a interagdo
hidrofilica entre as moléculas da 4dgua e os grupamentos ionizados das moléculas protéicas.
Como resultado, essa solubilidade € afetada por qualquer composto que altere a forga idnica ou
as constantes dielétricas da solucdo aquosa. Por exemplo, sob temperaturas baixas, a adi¢do de
sais. como o PSA. provoca a precipitagdo de algumas proteinas, enquanto oufras permanecem
em dissolu¢do. Tal fato se deve aos graus varidveis de solubilidade das varias espécies protéicas
em solugdo.
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. Calcule, a partir da tabela 11, a quantidade de sulfato de aménio a ser adicionada ao voluime do

sobrenadante para obter uma solucio com NH,SO, a 55% (p/v). Nesse caso (nivel de satura¢do
necessério = 55), serdo 351 g de NH,SO, para | L de solugdo de amostra. Visto que a amostra
estard em torno de 20 mL, faga os célculos pertinentes.

. Deixe a solugdo salina repousar por 45 min. Agite, ocasionalmente, para facilitar a dissolugdo.
. Centrifugue a solugdo a 15.000 x g a 4°C, por 10 min. Descarte o sedimento e conserve o

sobrenadante, anotando o volume deste tltimo. Este ¢ o 1° nivel de saturagio.

. Consulte novamente a tabela 11, para calcular a quantidade do sal para o 2° nivel de saturagio a

77% (necessario, por causa das diferengas de solubilidade entre as numerosas proteinas presentes
na amostra). A partir do valor 55 na coluna NS, verifique a quantidade do sal adequada para 77%
de saturagdo necessdria. Como a linha s6 possui 75 e 80, faga os calculos pertinentes. Repita os
passos A., B. e C. Ap6s a centrifugagdo, conserve o sedimento e descarte o sobrenadante.

TABELA 1 1. Niveis de saturagdo (%) necessarios para a didlise.

NS’

10 20 25 30 33 35 40 45 50 5§ 60 65 70 75 80 90 100
Quantidade (g) de sulfato de amoénio sélido a ser adicionado a | L de solugio

0 56 114 144 176 196 209 243 277 313 351 390 430 472 516 561 0662 767
10 57 8 118 137 150 183 216 251 288 326 365 406 449 494 592 694
20 29 59 7% 91 123 IS5 189 225 262 300 340 382 424 520 GI9
25 30 49 6l 93 125 ISR 193 239 267 307 348 390 485 583
30 19 30 62 94 427 162 198 235 273 314 356 449 546
33 12 43 74 107 142 177 214 252 292 333 426 522
35 31 63 94 129 164 200 238 278 319 4il 506
40 3l 63 97 132 168 205 245 285 375 469
45 32 65 99 134 171 210 250 339 43}
50 33 66 101 137 176 214 302 392
55 33 67 103 141 179 264 353
60 34 69 105 143 227 314
GS 34 70 107 190 275
70 35 72 153 237
75 36 LIS 198
80 77 157
20 79

" Nivel inicial de saturag@o.

E.

H.

Umedeca o tubo para didlise, colocando-o em um pequeno volume do tampdo de ressuspensdo do
sedimento (Tris-HCI 10 mM pH 7,2). Uma se¢do de tubo de diélise com 22 cm de comprimento é
suficiente para uma amostra (uma das extremidades deve ser atada por um né).

. Ressuspenda o sedimento, apés a centrifugagdo do passo D., em 8 mL do tampdo de ressuspensao

(passo E.). Transfira esse volume para o tubo de didlise ja umedecido, por meio de pipeta
Pasteur.

. Faga. cuidadosamente, um né na extremidade aberta do tubo para dialise e coloque-o em um

béquer com 300 mL ou mais do tampdo de ressuspensio.

Deixe o conjunto em agitagdo circular lenta no refrigerador, por 90 min. Em alguns casos, ha
necessidade de maior perfodo de tempo e trocas adicionais do tampdo no béquer.

Mantenha a amostra enziméatica no tubo para didlise (anote o volume - em (orno de [0 mL).
Colele e armazene uma aliquota de 1 mL para as determinagdes do teor protéico e atividade
enzimatica (elas podem ser feitas de imediato, havendo possibilidade).
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29.4. Filtracdo pelo Gel

29.

O Sephadex € um polimero de polissacarideo hidrofilico, composto por particulas com poros de
tamanho conhecido. Quando colocadas em uma coluna, as particulas podem ser usadas para
separar moléculas pelas diferengas no tamanho. As moléculas maiores que os poros nio irdo
penetrar nas particulas, passando pela coluna junto com a fase liquida. Elas. portanto. sio as
primeiras a serem eluidas,

Moléculas menores irdo penetrar nas particulas do gel, em intensidade varidvel. dependendo de
seu tamanho e formaro. Elas serdo eluidas por ordem decrescente de tamanho molecular,

. Misture o Sephadex com o tampéo de ressuspensdo, apos lavé-lo 2-3 vezes com agua destilada,

para remogdo de particulas finas. Apés cada mistura, deixe decantar durante 2-3 min.

. Coloque, cuidadosamente, 12-15 mL do Sephadex expandido em uma seringa ou coluna.

Certifique-se de que o orificio estd tapado com algoddo de vidro e mantenha o Sephadex
hidratado.

. Aplique a amostra enzimatica na coluna e deixe que se desloque.
. Lave a solugdo enzimdtica na coluna com o tampao de ressuspensdo e colete fragdes de 4 mL

cada, na saida da seringa ou coluna. Procure coletar, no minimo, oito fragdes.

. Mantenha os tubos de ensaio no gelo, & medida em que forem sendo coletados. Monitore a

amostra e as fragdes, com leituras da D.O. a 280 nm. Faca o ensaio da atividade enzimdtica.

5. Ensaio da Atividade Enzimatica

. Prepare a mistura substrato-tampdo acetato da seguinte forma: adicione 8 mg de fosfato de p-

nitrofenila a 10 mL de tampdo acetato 0,1 N pH 5.3 (o fosfato de p-nitrofenila estard em
concentragdio de 3 mM).

. Adicione 50 pL da amostra enzimatica a | mL da preparagdo substrato-tampdo de acetato e

coloque 0s tubos em banho-maria a 30°C, por 5 min.

. Termine a reagfio conduzida no passo A., adicionando | mL de NaOH 0,2 N. Faga a leitura das

amostras em espectrofotometro, a 400 nm. Antes, prepare os seguintes padrdes de p-nitrofenol:
0,01; 0.02; 0.03; 0,04, 0,05; 0,06; 0,07; 0,08; 0,09 e¢ 0,10 pmoles ¢ faga a curva padrdo ou
regressdo (lembre-se¢: prepare os padroes com 1 ml, da preparagio p-nitrofenol-tampao
acetato + 1 ml. de NaOH 0,2 N). O branco deve conter | mL da preparagdo substrato-tampao
acetato, 50 pL de 4gua destilada (no Jugar da amostra) e | mL de NaOH 0,2 N.

. Determine o teor protéico da amostra pelo método de Lowry (capitulo 8), empregando amostras

(le 100 pL e 0,9 mL de dgua. Lembre-se de que o branco tem de incluir o mesmo tampao no qual
a amostra esta dissolvida.

29.6. Atividade Isnzimatica Relativa ao Teor Protéico

Visto que a purificagdo de enzimas envolve a remogdo seletiva de outras proteinas, € necessario
que se conhe¢a a grandeza da atividade enzimética com relagdo a quantidade de proteina
presente. Por exemplo, o grau de pureza de uma dada enzima, nas diversas fragoes coletadas,
pode ser indicado pela medi¢do da atividade enzimatica por miligrama de proteina na amostra
(ou seja, a atividade especifica). Para isso, emprega-se a seguinte expressao:

Atividade Especifica = Unidades.mg™ de proteina
= pmoles produto formado, ou mudanga na D.0.min".mg"' de proteina
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o Além disso, deve-se fazer as seguintes determinagdes:
Atividade Total = Atividade Especifica x Total (em mg) de proteinas na fragdo

Rendimento () = (Atividade Total/Atividade Total da Amostra Inicial) x 100

o E necessdrio que se calcule todos os trés valores para cada fragdo obtida durante a purificagio.
Um aumento na atividade especifica indica que a purificagdo estd em curso. A relevancia de um
determinado passo da purifica¢do pode entdo ser avaliada, relativa ao incremento na atividade
especifica da enzima e no rendimento das fragdes mais ricas.

e O fracionamento ideal deve propiciar pureza total da enzima. Na pratica, contudo, é dificil
delinear processos altamente seletivos, havendo necessidade de combinar vérias estratégias de
purificagdo.
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30. ENZIMAS II - ATIVIDADE DA ATPase NA MEMBRANA CITOPLASMATICA

CUIDADOS

e  Observe os mesmos cuidados descritos no capitulo 29.

30.1. Introdugio

Vérios estudos do transporte idnico através das membranas celulares vegetais estabeleceram
0s seguintes conceitos (vide Serrano 1983 e Briskin 1995): (a) a absor¢do ativa de nutrientes em
plantas ocorre via co-transporte de prétons. (b) o potencial elétrico da membrana celular e a
acidificagdo externa podem ser explicados pela ocorréncia de uma ATPase bombeadora de prétons
na membrana citoplasmaética; e (¢) esta ATPase difere de outros agentes de hidrélise de ATP, tais
como ATPase mitocondrial, ATPase vacuolar, fosfatases e ATP difosfatases, pela especificidade
absoluta pelo ATP como substrato.

Neste capitulo, € apresentada uma descri¢do de ensaio para a atividade da ATPase, adaptada
de Hodges & Leonard (1974), com uso recomendado para gramineas. Para técnicas mais avangadas
que envolvem o uso de vesiculas de membranas, o leitor deve consultar Sze (1985).

30.2. Preparo da [Fra¢do de Membrana Citoplasmética

A. Taga a germinagio ¢ o cultivo das plantulas, por seis dias, em solugdo CaSO,4 | mM aerada.

B. Colete 30-60 g de raizes com 10-15 ¢m de comprimento. Lave a amostra ti€s vezes em dgua
destilada (4°C), por 60 min. Faga todas as operagdes seguintes a 4°C.

C. Corte as raizes em segmentos de 10 mm e faga a homogeneiza¢do em gral de porcelana com
fampdo de extragdo (sacarose 0,25 M, Na,EDTA 3 mM, DTT 2,5 mM e Tris-MES 25 mM pH
7.2; use 4 mL.g'l MV), por 10 min.

D. Filtre o homogeneizado em uma camada de gaze e centrifugue o filtrado a 13.000 x g. por [5 min.

E. Recolha o sobrenadante e centrifugue-o a 80.000 x g, por 30 min. O sedimento obtido € uma
preparagdo impura de vesiculas da membrana citoplasmaética.

30.3. Purificacio

A. Ressuspenda o sedimento em 3 mL de solugdo de sacarose 18% (p/v) em tampdo de gradiente
(MgSO, | mM, DTT | mM, Tris-MES ImM, pH 7,2), com agitag@o.

B. Separe a solu¢do que contém o sedimento em camadas, por meio do seguinte gradiente de
concentragdo (p/v) de sacarose, dissolvida no tampdo de gradiente: 45% (aplique 8 mL), 34%
(aplique 8 mL) e 20% (aplique 5 mL). Centrifugue o gradiente a 64.000 x g, por 3 h.

C. Remova a banda de membrana celular (entre 34-45% de sacarose), por meio de pipeta Pasteur
recurvada. Dilua essa fra¢do no tampdo de gradiente e centrifugue a 97.000 x g, por 30 min. Essa
banda pode ser também removida por suc¢do no topo do gradiente.

D. Dissolva o sedimento obtido no passo C. em [-2 mL do meio padrdo para o ensaio (Tris-ATP
3,33 mM, MgS0O,3 mM , KCI 50mM, Tris-MES; pH 6,5).

E. Determine o teor de proteina da amostra pelo método de Lowry (capitulo 8). Visto que o reagente
de Tolin reage com o Tris presente no tampdo de gradiente, dilua a amostra protéica em
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NaOH 0,1 N (ex. 0,1 mL da amostra em | mL de NaOH, fazendo-se 0 mesmo para o branco).
Procure obter uma dilui¢Zo final de 300-500 mg de proteinas da membrana.mL .

30.4. IEnsaio da ATPase

A. Adicione 100 pL da amostra (portanto, 30-50 mg de proteinas da membrana) a | mL do meio
padrdo para o ensaio (item 30.3., passo D.).

B. Mantenha a mistura a 37°C, por 30 min. Termine a reac@o, adicionando 2 mL de molibdato de
amdnio acidificado. Faga seis repeti¢des (incluindo, sempre, o branco).

C. Determine o fosfato inorganico liberado pela ATPase, misturando, exaustivamente, o meio de
ensaio com 0,4 mlL de 4cido 1,2,4-aminonaftolsulfénico (agente redutor) em misturador vorfex.
Faca a leitura em espectrofotdmetro, a 660 nm.

OBSERVACAO

e O branco. composto por | mL do meio padrdio para ensaio (item 30.3., passo D.), 2 mL de
molibdato de aménio e 0,4 mL de 4cido 1,2,4-aminonaftolsulfénico, corrige a presenca de
fosfato end6geno e ocorréncia de hidrélise ndo-enzimética de ATP.

D. Faga a curva padrdo, empregando KH,PO, (0,1; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 umoles.mL."") como padrio.
Ou seja, coloque a D.O. como fungdo da concentragdo de fosfato. Cada padrdo deve conter ImL
da solugdo de KH,PO,, 2 mL de molibdato de amdnio e 0,4 mL do agente redutor.
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31. ENZIMAS 11 - a-AMILASE

CUIDADOS

e Observe os mesmos cuidados descritos no capitulo 29.

* A coloragdo azul da reagdo com o iodo desaparece com exposi¢io a luz. Portanto, seja
rapido nas leituras da absorbéncia, apds completada a reagdo. Mantenha essas solugdes
sob luz difusa, até a leitura.

31.1. Introdugio

O endosperma das sementes de algumas gramineas € um tecido de armazenamento sem vida,
exceto pela camada mais exterior, a aleurona. Durante a germinagdo, apés a absorgao de dgua, o
embrido e a camada de aleurona sdo ativados. Apds cerca de um dia apés absor¢do de agua, o
embrido produz um horménio, geralmente GA, que se fransloca para a camada de aleurona. onde
induz a sintese de numerosas enzimas hidroliticas, as quais, por seu turno, sio secretadas no
endosperma rico em amido. A mais proeminente dessas enzimas € a a-amilase, que hidrolisa o amido,
causando a produgdio de maltose (dissacarideo), que é um substrato soldvel, disponivel para o
desenvolvimento do embrido. Neste capitulo, sdo descritas duas técnicas: uma para a determinagido
do nivel de a-amilase na germinacdo de sementes de gramineas € outra para a purificagiio e
caracterizagdo em cotilédones de caupi.

31.2. Determinagéio em Sementes em Germinagiio

» Neste método, a atividade da a-amilase € estimada pela taxa de desaparecimento do amido. O
nivel de amido na amostra € medido pela reagdo com solugdo de iodo (Preiss & Kosuge, 1970).
Embora seja um método relativamente simples, vale ressaltar que vérias gramineas forrageiras
ainda ndo foram estudadas quanto a este aspecto.

CUIDADOS

» Nio é possivel prever a quantidade de enzima presente na amostra em um dado momento.
Por isso, um pouco de tentativa e erro € necesséario no procedimento.

e Ao preparar os extratos, use somente a por¢do da semente de plintulas germinadas.

e Dilua a amostra, caso a coloragdo azul esteja muito intensa. Todavia, nem sempre essa
alternativa € desejavel.

31.2.1. Proceclimento

A. Coloque lotes de sementes para germinar em placas de Perri (26°C), em diferentes datas. para
obter plantulas em estadios distintos de germinagdo (faga testes preliminares para selecionar as
melhores idades para as analises).

B. Colete oito plantulas, seque-as com papel absorvente e seccione as respectivas sementes.
Homogeneize as sementes em gral de porcelana (2°C), na presenga de 2 mL de tampdo fosfato
(KH,PQO, 0,06 M; pH 6,8). Ap6s obtengdo do homogeneizado, adicione mais 2 mL do tampdo.
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C. Transfira, quantitativamente, o homogeneizado para um tubo pléstico de centrifugagdo, usando
dois volumes de tampdo. Anote os volumes de tampdo usados.

D. Faga a centrifugagiio a 12.000 x g a 0-4°C, por 5 min. Preserve o sobrenadante em gelo, para uso
no ensaio de atividade.

E. Pipete, cuidadosamente, vérios volumes do extrato (ex. 0,02; 0,05: 0,10; 0,25; 0,50 ¢ 1,00 mlL)
para uma série de tubos de ensaio e complete o volume para | mL. Agite o tubo levemente. Inclua
na série uma testemunha, com | mL de tampao fosfato.

F. Adicione, rapidamente, 1 mL de solugfo de amido e agite levemente. Faga incubagdo a 25°C (ou
temperatura ambiente, anotando a temperatura), por 5 min.

G. Paralise a reacdo, adicionando | mL de solugdo de iodo e agitando imediatamente. Adicione a
solu¢do de iodo na mesma seqiiéncia usada da solu¢do de amido. O iodo ird reagir com o amido
remmanescente, gerando colora¢do azul. Quanto maior a atividade enzimética, maior a hidrolise do
amido, e menor a intensidade da coloragdo azul formada.

H. Faca a leitura no espectrofotdmetro, contra um branco com agua, a 620 nin.

1. Faga a curva padrdo, tendo a taxa relativa de reagdo (diferenga entre a absorbdncia da mistura de
reacdo sein adi¢dio do extrato que contém a enzima, e a absorbdncia da mistura de reacdo com
adi¢do de enzima) como fun¢do da concentragdo relativa da enzima,

J. Tome virias concentrag@es da enzima na porgdo linear da curva e calcule as UA de a-amilase por
semente.

K. Obtenha a curva padrdo da seguinte forma:
a) Prepare um conjunto de tubos de ensaio que contenha uma série de volumes de solu¢do de

amido, na faixa de 0,05 a 1,0 mL.

b) Complete o volume de cada tubo para 2,0 mL, com tampao fosfato.
¢) Faca a rea¢do com 1,0 mL de solugdo de iodo € mega a absorbancia.

OBSERVACAQO

e Como allernativa, uma série de padrdes de a-amilase (disponivel comercialimente) poderd
ser preparada e colocada para hidrolisar a solu¢do de amido. Ap6s a reacdo, a leitura da
absorbincia da série permitira a confec¢do de uma curva padrio.

31.2.2. Reagentes

Solugdo de Amido | Aquega 50 mg de amido solivel em 100 mL de tampdo fosfato e deixe
esfriar.

Solugdo de Todo Dissolva 0,6 g de Kl e 0,06 g de I, em um minimo de dgua (10 mL). O iodo
dissolve-se mais rapidamente quando pequenos volumes de solventes sdo
usados. Apo6s dissolugdo dos cristais, adicione dgua e HCI, até o volume de
IL, de maneira que a concentraciio do dcido seja 0,05 N.

31.3. Purificagiio e Caracterizacdo em Cotilédones
 Essa técnica foi empregada por Bastos et al. (1994) em caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.

e Para facilitar consultas, algumas referéncias citadas pelos autores sio apresentadas no texto.
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31.3.1. Extracdo da Enzima

. Seccione cotilédones de plantulas com cinco dias, coloque-0s em sacos plasticos com pequenas

perfuragoes, congele-os com N, liquido e submeta-os 2 liofiliza¢do. Triture as amostras até
obten¢do de um po6 fino. Armazene as amostras em frascos selados que contenham silica-gel, a
5°C.

. Conduza todos os procedimentos seguintes a 0-5°C, a ndo ser que outras instrugdes sejam dadas.
. Suspenda o p6 liofilizado (10 g) em 100 mL de tampdo Tris-HCI 0,1 M, CaCl, 5,0 mM, BME

10,0 mM; pH 7.4,

. Misture a preparagdo, intermitentemente, em temperatura ambiente, por 2 h. Filtre a amostra em

tela de néilon e centrifugue a 9.000 x g, por 15 min.

. Precipite o sobrenadante com solugdo de sulfato de aménio 30-60% (p/v).

Centrifugue o precipitado (5.000 x g, por 10 min) e ressuspenda o sedimento em tampdo acetato
50 mM pH 5,4, com CaCl, 1,0 mM,

. Faga a didlise contra o tampdo e contra agua destilada. Centrifugue a amostra a 5.000 x g, por 15 min,

Liofilize o sobrenadante, para uso posterior.

31.3.2. Atividade da a-Amilase

. Meca a atividade da a-amilase, usando tampdo acetato 0,1 M pH 5,4, segundo Bernfeld (1955).
. Expresse a atividade enzimatica pela diferenca de absorbincia a 546 nm, ou em UA. Nesse caso,

| UA ¢ a quantidade de enzima necesséria para produzir | pmol agticar redutor.min™.

. Determine o teor de proteinas pelo método de Bradford (capitulo 8), usando BSA como padrao.
. Determine o teor de agtlcares redutores pelo método de Dubois (capitulo [0), usando glicose

anidra como padréo.

31.3.3. Cromatografia de Afinidade

. Ressuspenda o sobrenadante liofilizado (item 31.3.1., passo G.), em tampdo acetato SO mM,

CaCl, | mM, BME 10 mM; pH 5,4.

. Aplique a suspensdo em coluna de B-ciclodextrina Sepharose 6B (15 x 130 mm), preparada

conforme Vretblad (1974) e equilibrada como 0 mesmo tampao do passo A.

. Ajuste o fluxo da coluna para 32 mL.h!, a 10°C.
. Use um coletor de fracdes automaético, ajustado para coletar fragdes de 5,0 mL por tubo.
. Faga a eluiclo da a-amilase adsorvida, ap6s lavagem com 200 ml. do tampido de equilibrio,

usando tampiio acetato (passo A.) com adigdo de B-ciclodextrina (10 g.L").

. Faga a concentragdo, a 4°C, das fra¢des que apresentarem maior atividade enzimética, por meio

da sua combinag¢do em um saco para didlise acondicionado em caixa de acrilico, contendo PEG
[2.000. Mantenha a a-amilase concentrada a -20°C, até uso posterior.

31.3.4. Filtragcdo em Gel

. Prepare uma coluna de Sepladex G-25 (25 x 280 mm) pela técnica de Robyt & White (1987) e

equilibre-a com tampao Tris-HCI 50 mM, CaCl, | mM; pH 7,4. Apligue uma aliquota de 50 mL da
amostra de o-amilase (item 31.3.3., passo F.) no topo da coluna e ajuste o fluxo para 32 mL.I",
Mantenha a temperatura a 10°C.
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. Use um coletor automatico de fra¢des, ajustado para coletar fragdes de 5,0 mL por tubo. Faga a

eluicdo das fragdes com o tampdo usado no equilibrio (passo A.).

. Combine as fra¢oes que apresentarem as maiores atividades de a-amilase. Apds didlise contra

4dgua destilada a 2°C, liofilize a amostra e armazene a 5°C.

31.3.5. PAGE

. Conduza a PAGE (Robyt & White, 1987) em gel de 14 x 13 x | cm, com gradiente linear de

poliacrilamida de 5-20% (p/v). Prepare o gel de concentragdo com acrilamida 3,75% (p/v).

. Suspenda as amostras da o-amilase purificada e liofilizada em tampdo Tris-HCl 62.5 mM pH

6,8, adicionando sacarose e azul de bromofenol, para uma concentra¢do final de [0 e 0,005%
(p/v), respectivamente.

. Aplique a solugdo enzimatica diretamente no gel de concentragdo, para detectar a atividade da o-

amilase no gel.

. Conduza a eletroforese a 4°C, usando corrente constante de 12,5 mA, durante 6 h. Use o seguinte

tampdo de corrida: Tris 10 mM, glicina 76 mM; pH 8,3.

. Divida o gel em duas partes iguais. Faga a incuba¢do de uma metade a 30°C, por 90 min, em

tampdo acetato 50 mM, CaCl, | mM, amido soldvel 2% (p/v); pH 5,4.

. Lave esta metade do gel em dgua destilada e, por dltimo, faga a imersdo da mesma em solugdo

aquosa de T (0,6%, p/v)-KI (6%, p/v), diluida em 1:50 (v/v) com HCI 0,05 N, preparado
imediatamente antes do uso.

. Faga a coloragdo da outra metade do gel com azul de Coomasie.

31.3.6. Determinagio das Caracteristicas da a-Amilase

. Determine o PM da enzima purificada em SDS-PAGE, empregando um conjunto de marcadores

de peso molecular, na amplitude de 12,5 a 92 kD,

. Determine a composi¢do de aminoécidos do hidrolisado da enzima, por HPLC, usando um

analisador de aminoAacidos.

. Avalie o efeito do pH sobre a atividade enzimatica, fazendo o ensaio da c-amilase purificada,

diluida para 10 mg.L"', em tampdo acetato SO mM, variando o pH de 4,0 a 5,6, e em tampio Tris-
HC1 50 mM, variando o pH de 6,0 a 7,6. Adicione CaCl, | mM aos dois tampdes.

. Verifique a estabilidade térmica da o-amilase, conduzindo o seguinte estudo:

a) Suspenda a enzima purificada em tampdo acetato 50 mM, com e sem adi¢io de CaCl, | mM,
para uma concentrago protéica final de 20 mg.L".

b) Faga a incubagédo de aliquotas de 150 uL a 70°C, por periodos varidveis, seguida do ensaio de
atividade enzimatica.

¢) Determine os valores de K,, aparente e V. pelo método de Conn et al. (1987), usando o amido em
concentragdes na faixa de 0,5 a 5,0 2. e uma concentrago constante da enzima (S mg.L™").
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32. ENZIMAS 1V - NITRATO REDUTASE

CUIDADOS

e Planeje a seqtiéncia de agdes com antecedéncia, para que as amoslras e reagentes ja estejam
gelados, no momento de cada manipulagio.

®  (Observe os mesmos cuidados descritos no capitulo 29.

32.1. Introducio

A fonte de nitrogénio mais comum para as plantas é o fon nitrato, o qual é absorvido e
reduzido para nitrito (NOy ) e, entdo, para fons de aménia (NH,"). Esses processos ocoirem nas
raizes e em caules, conforime a espécie e condi¢des ambientais. Os fons de aménia sdo convertidos em
acido glutdmico e entdo em centenas de outros compostos organicos nitrogenados.

A redugido do nitrato € inicialmente catalisada pela nitrato redutase (NR), que transfere dois
elétrons do NADH (ou NADPH), produzindo nitrito, NAD* (ou NADP") e dgua. Nas plantas
superiores, a atividade da NR €, aparentemente, induzida pelo substrato e reprimida por produtos
metabélicos nitrogenados, como a aménia e a glutamina (Beevers & Hageman, 1969). Por isso, se as
plantas s@o cultivadas sem nitratos (por exemplo, na presenga de fons de amoénia). ndo hé
requerimento para a NR e o nivel desta permanecerd baixo em raizes e partes aéreas. Embora a
simples presenga de nitrato parega ser suficiente para a sintese de NR em raizes, as partes aéreas
tendem a requerer também luminosidade, para que o processo se inicie (Travis et al.. 1970).

Neste capitulo, sdo apresentadas as seguintes abordagens para a avaliagdo da atividade
da NR: (a) resposta, em gramineas Cs, ao nitrato e & luminosidade; (b) determinagdes com o uso
de discos foliares. em gramineas C.; (¢) emprego de inibidores de proteases no tampdo de
extracdo; (d) uso da andlise de inje¢do de fluxo (FIA) para a determinagdio do nitrito; e (e)
imnumoblotting protéico.

32.2. Indugao da NR por Nitrato e Luminosidade

e Esse método € uma adaptagdo (Ross, 1974) da técnica de Travis et al. (1970).

32.2.1. Tratamentos

A. Cultive plantas de uma graminea C, durante oito dias, na auséncia de luz. lirigue as plantas com
solu¢do nutritiva enriquecida com nitrato.

B. Cultive as plantas durante sete dias na auséncia de luz, colocando-as entdo sob luminosidade
continua durante um dia. Faga irrigagio didria com solugdo nutritiva enriquecida com nitrato.

C. Cultive as plantas como no passo B., mas faga a irrigagdo didria sem a presenga de nitrato.

D. Cultive as plantas por sete dias na auséncia de luz e com irrigagdo diéria com solugdo nutritiva
que contenha nitrato. Faga a excisdo da primeira folha de cada planta e coloque 10O folhas em um
tubo com 10 mL de 4gua. Deixe as amostras sob luz continua, durante um dia.

32.2.2. Preparo do Homogeneizado

A. Destaque os 10 cm terminais de cada primeira folha formada de 10 plantas e pese esse material.
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. Esfrie a amostra em gelo e faga todas as manipulagdes subsequientes a 4°C.

. Seque as folhas, rapidamente, com papel absorvente e homogeneize a amostra em gral de
porcelana, na presen¢a de tampdo fosfato 0,2 M. Na,EDTA ImM, pH 7.5 (use quantidade
equivalente a trés vezes o peso da amostra).

. Centrifugue a mistura a 27.000 x g, por 15 min. Decante o sobrenadante e mantenha-o em banho
de gelo. Este material constitui a solug@o enzimatica para as analises.

32.2.3. Ensaio da Atividade

. Adicione a cada tubo, em seqtiéncia, os seguintes volumes: [,6 mL de solugdo tamponada de
nitrato, 0,15 mL de agua destilada e 0,20 mL da solu¢do de NADH. Prepare, para cada
tratamento, trés tubos de ensaio (duas repeti¢des e um branco).

. Inicie a rea¢do, adicionando 50 (L da solugdo enzimatica (item 32.2.2., passo D.) & mistura. Para
o branco, substitua a solu¢do enzimatica por dgua destilada. Misture bem, por agita¢do, e deixe
os tubos em temperatura ambiente, por 15 min.

. Paralise a reag¢do, adicionando 2 imL de solug¢do corante. Misture bem, por agitagio, e deixe os
tubos em temperatura ambiente, por 15 min. A intensidade da cor rosa proporciona uma medida
do nitrito formado a partir do nitrato.

. Meca a absorbincia a 540 nm. Prepare a curva padrdo, ou regressdo linear na calculadora,
colocando os valores de D.O. como fun¢do da concentragiio de padrdes de nitrito (0,02; 0,04;
0,06; 0,08 e 0,10 pumoles) em volume final de 4 mL, apés adi¢do de 2 mL da solug¢do corante.

OBSERVACAO

¢ Alguns autores (ex. Nakagawa et al., 1985) expressam os dados em UA, Nesse caso, | UA
equivale & conversdo de | nmol de nitrato para 1 nmol de nitrito, por minuto.

32.2.4. Reagentes

Solugdo Tamponada de Nitrato | a) Misture 12 mL de tampdo fosfato | M pH 7.5, 60 mL de
solu¢do KNO: 0,1 M, 12 mL de solucdo Na,EDTA ImM,
48 mL de tampdo Tris-HCI | M pH 7,5-8,0 ¢ 300 mL de
agua destilada.

b) Ajuste o pH da mistura para 7,5, com H,SO, e entdo
complete o volume, com 4gua, para 480 mL. Embora essa
solu¢do possa ficar na temperatura ambiente, ela deve ser
armazenada a -4'C, visando prevenir o crescimento de
microrganismos.

Solu¢do de NADH a) Dissolva 14 mg de NADH em 5 mL de 4gua destilada.

b) Adicione 200 uL de NaOH 0,05 N, para manté-la alcalina e
prevenir sua destruigdo. A solugdo pode ser armazenada a
4°C, por 3-4 dias. Ela ndo deve ser congelada.

Solugdo Corante Misture, imediatamente antes do uso, partes iguais de
sulfanilamida 1% (p/v, em HCI [,5 N) e N-(I-naftil)
etilenodiamina 0,02% (p/v, em 4gua). Essas duas solu¢des
devem ser armazenadas em frascos opacos, a 4°C.
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32.3. Determinacfio da Atividade da NR em Discos FFoliares

e [Esse método foi empregado em milho (Purcino et al., 1994), seguindo as recomendacdes de
Hageman & Reed (1980).

A. Fag¢a a incubagdo de 0,5 g de discos foliares em 20 mL de um meio de reagdo, constituido de
K,;HPO, 0,1 M pH 7.5, KNO; 0,1 M, propanol 1% (v/v) e nentronix 0,05% (v/v), a 30°C. em
banho-maria com agitagiio, na auséncia de luz, por 10-40 min.

B. Paralise a reag¢do, adicionando sulfanilamida 1% (p/v) dissolvida em HCI 1,5 N.

C. Retire aliquotas de 0.5 mL, adicione dicloreto de N-(I-naftil)-etilenodiamina 0,02% (p/v) a cada
uma delas e determine o nitrito produzido, por leitura da absorbancia a 540 nm.

32.4. Uso de Tampao de Iixtracdo que Contém Inibidores de Proteases

» Essa abordagem visa prevenir degradagdes da NR, que tendem a se iniciar assim que as amostras
comecam a ser manipuladas. Sivasankar & Oaks (1995) propuseram ¢ uso do seguinte tampio
(a 4°C):
Tris-HC125 mM pH 8,5, EDTA | mM, FAD 20 uM, DTT ImM. BSA 1% (p/v) e cisteina 10 mM.
Como inibidores de proteases a serem dissolvidos no tampdo de extragiio, a cimostatina € adicionada, a
10 uM, dissolvida em DMSQ, para as amostras de raizes, € a leupeptina, a 10 (M, para as amostras
de brotagdes.

32.5. Determinagdo do Nitrito por meio de FIA

o Davis & Radke (1985) adaptaram o uso do FIA (figura [6) para a determinagédo do nitrito, com
as seguintes caracteristicas:

—  As solugdes-estoque dos diversos reagentes sdo diluidas em 1:1, com dgua, e carregadas em
seringas de S0 mL.

- Osreagentes sao misturados, imediatamente, em frente & entrada para inje¢do da amostra.

~  Os dados s@o gerados por uma reagdo (a 80°C) em série repetitiva, de volumes de 360 pL.,
perfazendo 1,18 mL a cada 25 s.

— Nesse método, a margem de erro é inferior a 1 nmol, com um pico de 0.06 por nmol injetado.

— As amostras podem ser injetadas a cada minuto, proporcionando um ensaio rapido para a
atividade da NR.

— O analisador de FIA geralmente possui um fotdmetro com cubeta de 10 nun para passagem
do fluxo. Nos modelos mais recentes, a fonte luminosa é um LED, cobrindo, tipicamente. 0s
seguintes comprimentos de onda: 555; 570; 605: 635 e 660 nm.

— Toda medi¢io feita com FIA € relativa. Por isso, o sistema requer uma solugdo-padrdo para
comparacOes. A andlise da altura do pico (medida em mV) € o método mais comum de
analise. Ela é medida com rela¢dio a linha do zero do detector. A drea do pico também pode
ser determinada, por célculo integral.

32.6. Immunoblotting Protéico

e Shiraishi et al. (1992) empregaram o innmnunobloiting, com anticorpos desenvolvidos contra NR
purificada por eletroforese, para demonstrar que a sintese de NR ¢ inibida. em c€lulas de
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espinafre cultivadas in vifro. pela adicdo de glutamina ao meio. Apesar da atividade da NR ser
determinada por processo similar ao ja discutido, o procedimento geral envolve maior grau de
refinamento ¢ depende de aparelhagem mais avancada, preferencialmente, com interface para
computacdor. Basicamente, o método possui as seguintes caractetisticas:

— O método depende do preparo de um anticorpo contra NR de folhas de espinafre, pela
técnica de Sueyoshi et al. (1989). A fragdo IgG € obtida do soro de fracionamento em coluna
de proteina tipo A-Sepharose CL 4B,

— Aliquotas dos extratos homogeneizados sdo misturadas com tampdo da amostra (Laemmli,
1970), em quantidade equivalente a duas vezes o peso da aliquota tomada.

- Ap6s fervura, as amostras s@o aplicadas a um gel de poliacrilamida 10% (p/v) com | mm de
espessura (capitulo 7) e submetidas a eletroforese.

Injegio da

Reagentes amtistra
[T——=-==0
\/

Serpentina de reagdo —»

Detector —s —

]
™ Lampada

‘Refugo —

FIGURA 106. Diagrama geral de uma andlise de injegdio de fluxo (FIA). Adaptado de Davis & Radke
(1985).

— Terminada a corrida, as proteinas no gel sdo transferidas para um filtro de nitrocelulose. por meio
de eletroblotting, sob corrente constante de 90 mA, durante 12 h (método de Maki et al., 1986). O
filtro € entdo bloqueado em solugdo de leite desnatado 5% (v/v) em tampio fosfato salino (fosfato
de potassio 100 mM, cloreto de sédio 150 mM; pH 7,5).

— Emseguida. o filtro € revelado com anticorpos contra NR, em dilui¢do 1:2.000. e tratamento
com anticorpos conjugados a peroxidase extraida de rabanete silvestre (Cochlearia
armoracia), desenvolvidos em carneiros, contra o IgG de coelho (produto disponivel
comercialmente).

= Segue-se uma incubagdo com 3,3’-diaminobenzidina e peréxido de hidrogénio, apos a qual a
intensidade das bandas reveladas no filtro de nitrocelulose é revelada por esquadrinhamento
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em densitdmetro. A intensidade da cor da banda ¢ diretamente relacionada A quantidade de
proteina na membrana de nitrocelulose.
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33. ENZIMAS V - ELETROFORESE DI ISOZIMAS EM GEL DE AMIDO

CUIDADOS

e  Observe os mesmos cuidados descritos no capitulo 29.
e Certifique-se de que a emulsdo de amido est4d homogénea.
e A eletroforese em poliacrilamida estd descrita no capitulo 7, sendo aplicdvel a isozimas.

33.1. Introducio

As proteinas sdo uteis para estudos genéticos diretos, por serem os produtos priméarios de
genes estruturais. Mudangas na seqiiéncia de bases codificantes se refletem, com muita freqiéncia,
em mudan¢as na estrutura priméria das proteinas. A eletroforese sob condi¢Ges nativas (baixa
temperatura e pH 7,0-8,5) detecta até mesmo uma (nica substituicio de amino4cido na estrutura
protéica. Visto que o extrato bruto usado contém vérios tipos de proteinas, corantes especificos
devem ser usados para a detecgdo.

O termo isozima (Markert & Moller, 1959) refere-se a diferentes formas moleculares de uma
enzima, apresentando a mesma especificidade por substrato. Normalmente, as isozimas sdo
patticulares para uma dada espécie, em um dado tecido e em um dado estadio de desenvolvimento.
Por isso, podem ser usadas, em muitas situag@es, como marcadores para a separagdo de gen6tipos
contrastantes. Podem também ser usadas para detectar enfermidades (Farkas & Stahmann, 1966) ou
respostas a reguladores do crescimento (Varner & Chandra, 1964), por causa das alteragdes que
apresentam. Neste capitulo sdo apresentados, de forma resumida, métodos (Shields et al., 1983) para
a extragdo e separagio eletroforética de isozimas vegetais. Para outros sistemas isoziméticos, o leitor
deve consultar Vallejos (1983).

33.2. Recursos Necessarios

- Agua destilada e/ou deionizada, especialmente para preparo dos tampdes

- Fonte de vacuo

- Refrigerador

- Fonte de energia, de até 40 watts (400 V, 100 mA)

- Placa de aquecimento ou forno de microondas, para aquecer as solugdes de amido
- Luvas grossas. para manuseio dos frascos aquecidos

- Medidor de pH

- Balanga, com capacidade de 10 a 1.000 mg

- Sistema de montagem de géis: vertical para a SDS-PAGE e horizontal para o amido
- Frascos volumétricos, para medicdo, mistura, aquecimento e aplicagao do tampdo
- Frascos de suc¢do. para remogdo de gases, antes da coloragdo dos géis

33.3. Eletroforese em Gel de Amido
33.3.1. Preparacio do Gel

¢ Os sistemas tampdes dependem das isozimas a serem coradas, assim como da espécie em estudo
(vicle tabelas 12 e 13).
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TABELA 12. Exemplos de isozimas e sistemas tampdes para algumas espécies vegetais (adaptado de
Shields et al. 1983).

ISOZIMA CODIGO TAMPAO* ESPECIE
Acido Indolacético Oxidase JAAOX S Rabanete Silvestre
Aconitase ACO B.D,G Coniferas, Soja
Adenil Quinase AK I Confferas
Alanina Transaminase GPT H Coniferas
Aldolase ALD G Coniferas
Amilase AMY C Angiospermas, Milho
Aminopeptidase AMP H,J,0,Q Aveia, Ervilha, Feijao
Aspartato Aminofransferase ASA C,H Angiospermas, Coniferas
AspartatoTransaminase GOT F, P Citros, Repolho
Catalase CAT C. K Q Angiosperimas, Milho, Soja
Desidrogenase Alcoblica ADH ILLL,M, P Alfafa, Citros, Tomate
Diaforase DIA B,C,D Soja
Endopeptidase ENP C, D Milho, Soja
Enolase G2D H Coniferas
Enzima Mdlica ME B,D Milho, Soja
Esterase ' EST F, O Cevada, Tomate
Fosfatase Acida ACP K,S, T Arroz, Eucalipto, Tabaco
Fosfatase Alcalina ALP C Angiospermas, Aveia
Fosfofrutoquinase FDP G Coniferas
Fosfomanoisomerase MPI C, D Soja
Fumarase FUM G Coniferas
a-Galactosidase a-GAL G Coniferas
-Galactosidase B-GAL G Coniferas
Glicose-6-Fosfato Desidrogenase Go6P G, H, K Coniferas, Tabaco
[3-Glucosidase GLU B.G Coniferas, Milho
Glutamato Desidrogenase GDH C.H,Q Coniferas, Milho
Isocitrato Desidrogenase IDH "D,E Milho, Soja, Tomate
Malato Desidrogenase MDH A,B,D,T  Eucalipto, Soja, Milho
Peroxidase PER C.J,N,R Cevada, Pettinia, Pinheiro
Superédxido Disinutase SOD B,C, D Milho, Soja

*Vide descri¢iio dos tampdes ha tabela 13.

. Misture todos os componentes do gel, exceto o amido. Ajuste o pH.

. Decante um quarto da solugéo-tampdo.

. Aqueca os 75% restantes do tampdo em béquer, até a fervura.

. Misture os 25% ndo aquecidos com a quantidade total de amido a ser usada, em frasco de suc¢do.
Espere até obter boa emulsdo.
Adicione, rapidamente, o tampao fervente ao frasco de suc¢do que contém a emulsdo de amido.
Aplique vacuo para remover excesso de gases. Continue a aquecer a solugio até a fervura.

. Aplique os gé€is: o volume e a espessura dependem do aparato usado e niimero desejado de
coloragdes.

Qw3

Qmm
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TABELA 13. Exemplos de sistemas-tampdes e respectivos cédigos, para a eletroforese de isozimas
de amostras vegetais (adaptado de Shields et al., 1983).

Codigo  Tampdo do Eletrodo (TEl) pH  Tampio do Gel pH
A L-histidina 0,05 M (7,75g.L"); dcido 5,0 L-histidina 0,004 M; acido citrico 5,0
citrico 0,024 M (5,0 g.L''); pH 0,002 M (= diluigfio 1:12 do TEl em

ajustado com 4cido citrico dgua)
B L-histina 0,065 M (10,088g.L"); 5,7 L-histidina 0,009 M; 4cido citrico 5,7
acido citrico 0,02 M (4,125 g.L'l); 0,003 M (= dilui¢do 1:6 do TEl em
pH ajustado com 4cido citrico agua)
C Acido bérico 0,19 M (11,875 g.L"): 8,3 Nove partes de Tris-acido citrico 8,3
hidroxido de litio 0,04 M (1,6 g.L''); [Trizma base 0,05 M (6,2 g.L™"),
pH ajustado com LiOH 4cido citrico 0,07 M (1,5 g.L") pH
8,3] para uma parte do TEI
D L-histidina 0,065 M (10,088 g.L"); 6,5 L-histidina 0,016 M; acido citrico 0.5
4cido citrico 0,007 M (1,5 g.L'Y); pH 0,002 M (= dilui¢do 1:3 do TEl em
ajustado com acido citrico agua)
E Acido citrico (9,04 g.L"); Tris 7,0 Histidina (1,055 g.L''); pH ajustado 7,0
(16,35g.L™) com NaOH
F Borato de sédio 0,3 M 7.8  Acido citrico 3,6mM:; Tris 1,52mM 7,8
G Acido citrico 0,04 M (anidro)(7,684 6,1 Acido citrico 0,002 M (anidro) 0.l
g.L™"): pH ajustado com N-(3- (= dilui¢do 1:20 do TE))
aminopropil)-morfolina (10 mL) )
H Acido bérico 0,03 M: hidréxido de 8,1  Acido citrico 0,005 M (anidro); Tris 8,5
litio 0,06 M 0,03 M; adicionando-se o TEl a 1%
(v/v)
I Histidina 0,005 M 7,0 Citrato de s6édio 0,41 M 7.0
J Tris 0,02 M (3,0 g.L'"); glicina 8,7 ldéntico ao TEl 8,7
0,I19M (14,4 g.L™"
K Tris-glicina 8,0 Tris-HCI 8.0
L Acido bérico 0,3 M; pH ajustado 7,8 Tris 0,015 M; 4cido citrico 0,004 M 7.8
com NaOH
M Tris 0.0375 M: 4cido citrico 0.025M 7,0 Tris 0,011 M: 4cido citrico 0.004 M 7,0
N Acido bérico 0,3 M: NaOH 0,03IM 7,5 Tris 0,15 M. 4c. citrico 3mM anidro 7.7
O Acido bérico 0,30 M; NaOH 0,10 M 8,3  Tris 0,19 M; 4c. citrico 5SmM anidro 7,9
P Acido bérico 0,34 M; pH ajustado 8,7 Tris 0,02 M; pH ajustado com 4cido 7,7
coim NaOH . citrico anidro
Q Acido b6rico 0,19 M; NaOH 0,14 M 8,3  Tris 46 mM; 4cido citrico 68 mM 8,3
(anidro), LiOH 10 mM, 4cico boérico
19 mM
R Acido bérico 0,65 M; Tris 0.5 M; 8,0 Tris 0,05 M; Na-EDTA 0,0016 M; 8.5
Na-EDTA 0,016 M acido bérico 0,05 M
S Acido bérico 0,30 M; NaOH 0,10 M 8,3  Acido bérico 0,03 M; NaOH 5 mM 8.5
T Citrato de Na 0,40 M; pH ajustado 8,0 DL-histidina 0,005 M 8.0

comn acido citrico
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. Cubra os géis com uma placa de vidro, assim que a superficie do amido comegar a se solidificar

(cerca de 2 min). Esse passo visa propiciar espessura uniforme no gel.
Deixe os géis esfriarem, em temperatura ambiente, de um dia para o outro. Os géis devem ser
esfriados para 2-4°C imediatamente antes da eletroforese.

33.3.2. Extragdo

. Macere a amoslira (100 mg, para folhas ou raizes) em | mL de tampdo (consulte a tabela [4) a

2°C. Trabalhe com rapidez e processe poucas amostras de cada vez (de 10 a 20).

. Aplique o extrato diretamente, ou ap6s clarificagdo em papel-filiro, em pedagos de papel de filiro com

comprimento 2 mm maior que a espessura do gel (para agilizar a remogdo) e largura de 3 mm. Essas
dimensdes podem ser alteradas, para maximizar a resolugdo ¢ a eficiéncia.

33.3.3. Aplicacdo no Gel

. Apare o gel, ap6és remogdo das placas de vidro, e corte-o em fatias transversais. a 4 cm da

extremidade catodica.

. Deixe espago suficiente entre as amostras, para ndo confundir a visualizagdo dos resultados. Um

gel com 18 cin de largura pode receber 20-30 amostras.

33.3.4. Eletroforese

. Aplique um rapido pulso elétrico, para provocar o movimento das moléculas com carga, do

extrato bruto nos pedacos de papel para a se¢do catddica (ou anddica) do gel.

. Use pulsos de 3,7 watts (150 V, 25 mA), por 15 min.
. Remova os pedagos de papel com pingas, para que as proteinas na origem ndo fiquem sendo

eluidas continuamente. Remova residuos com algodao.

. Reconecte, ap6s remover os pedagos de papel, as se¢des catddica € anddica do gel, eliminando as

bolhas de ar aprisionadas.

. Insira um espagador na extremidade catédica ou anédica, para introduzir tor¢do. Isso ajudara a

prevenir a formagio de espago vazio no ponto de origem, caso haja retra¢do do gel.
Cubra o gel com material inerte (plastico), deixanclo 2 cm expostos, em cada extremidade.

. Coloque as extremidades do gel em contato com o reservatério do tampdo, diretamente ou por

meio de esponjas de celulose. Ligue a fonte de energia.

. Faca testes preliminares para estabelecer as condigdes ideais (especialmente a duragio da corrida)

para o sistema isozimético que estiver estudando.

e A migragdo é, geralmente, anddica.
e A 250V, um gel de amido 12% (p/v) levemente alcalino requer, tipicamente, duragdo de

OBSERVACAQO

corrida de 3-4 h. A medida que a corrida se desenvolve, a resisténcia do gel aumenta e o
campo elétrico tem de ser ajustado. Fontes de energia constante fazem essa compensag¢io
automaticamente.
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33.3.5. Fatiamento do Gel

Uma das principais vantagens da eletroforese em amido sobre a PAGE é o menor custo € a -
possibilidade de uso de géis espessos e maledveis. Apds a separacdo de proteinas, os géis de
amido podem ser cortados em fatias horizontais e corados, simultaneamente, para atividades
isozimaéticas independentes. Por exemplo: se um gel é subdividido em quatro e existem trés /ocj
polimdrficos por enzima, fen6tipos em até |2 /oci podem ser determinados para cada uma das
20-30 amostras em uma tnica corrida.

O fatiamento € feito com um arame fino de ago inoxidével, preso a pontos fixos e passado por
entre o gel imobilizado. Existem aparatos proprios para se suspender o gel, ap6s o corte, 0s quais
também determinam a altura de cada fatiamento.

O arame € passado vagarosamente através do gel e as fatias sdo cuidadosamente removidas e
coladas em diferentes solu¢des corantes. Visto que as propriedades fisicas de uma dada isozima
podem causar migragdo diferente conforme a profundidade no gel, as diferentes fatias devem ser
testadas para méaxima resolu¢do em cada sistema isozimatico estuclado.

33.4. Coloracgdo de Sistemas Isozimaticos - Alguns Iixemplos

Neste item sdo descritos alguns métodos para a revelagdo de enzimas (adaptado de Vellejos,
1983) em géis de amido. A ndo ser que seja especificado de maneira diferente, a reagdo de
colora¢do é paralisada descartando-se a solugdo do corante, seguindo-se 3-5 lavagens do gel com
dgua destilada. Caso os géis tenham que ser fotografados, é recomendéavel uma lavagem
adicional, por 15-30 min, em agitador orbital lento. Assim, as substdncias ndo-reativas irdo se

difundir para fora do gel, reduzindo a coloragdo de fundo e evidenciando as bandas.

Isozima

Solugdo Corante

Procedimento

Desidrogenase Alcodlica

Tris 0,1 M pH 7,5 (100 mL), NAD*
(30 mg), MTT (20 mg), PMS (4 mg)
¢ etanol absoluto (6mL) - adicionado
imediatamenle antes da incubagiio)

Faga a incubagfio no escuro a
30°C, por [5-60 min. descarte a
solugiio, paralise a reaglio ¢ laca
a fixagdio.

Malalo Desidrogenase

Tris 0,1 M pH 7,5 (100 mL), DL-
malato | M pH 7.5 (3 mL), NAD*
(30 mg), MTT (20 mg), PMS (4mg)

Faga a incubagiio no escuro a
30°C, por 15-60 min, ou até que
as bandas apare¢am. Parc a
reaciio e faga a lixagdo. O malalo
deve ser preparado
imediatamente antes do uso.

Nitrato Redutase

Soluciio A: foslato dc K 0,1 M pH 7,5
(100 mL), KNO; (150mg), etanol
95% (v/v) (2,5mL), NADH (30 mg),
ADH (100 UA) - adicione ao incubar;
Solu¢do B: Sufanilamida 1% (p/v)
em HCI | N (50 mL), dicloreto de N-
(1-naftil)-clilcnodiamina 0,01% (v/v)
cm tamp#o lostalo pH 7,5 (50mL.)

Faga a incubagfio do gel na
solugiio A a 30°C, por 30 min.
Descarte a solugdo, lave o gel
com fgua € coloque a solugio B.
Em poucos minutos, bandas
roseas se desenvolveriio.

PEP Carboxilase

Tricina 0,1 M pH 7,0 (100 mL),
MgCl,.6H,O I M (ImL), PVPP

(500 mg), PEP (120 mg), NaHCO;

(160 mg), FFast Blue BB Salt
(100 mg)

Faga a incubagiio do gel no
escuro a 30°C, por 15-30 min,
descarte a solugdo, lave com
dgua e faga a fixacdo.
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33.5. Iixacdo e Preservacéo

e Géis de amido podem ser fixados em etanol 50% (v/v). Apds alguns minutos, o gel comega a
endurecer, perdendo a flexibilidade.

¢ O etanol pode solubilizar alguins precipitados. Por isso, uma alternativa é o uso de glicerol ~ 50-
100% (v/v), que torna o gel mais translicido, favorecendo a densitometria e a fotografia.

e Para preparar o gel para densitometria, deve-se trati-lo com glicerol quente (70°C). por alguns
minutos. Para fotografia, deve-se deixar o gel em banho de glicerol 50% (v/v), por 12 h.

e Apos a fixagdo, os géis devem ser acondicionados em filme de polietileno e armazenados a 5°C,
por vdrios meses. Alternativamente, pode-se usar secadores de géis.
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34, SINTESE DE AMIDO

CUIDADOS

e Observe os mesimos cuidados descritos no capitulo 10.

34.1. Introducio

Nas plantas, o amido é uim importante composto quimico de reserva, sendo empregado como
fonte energética quando o suprimmento externo € inadequado (ex. no escuro). O amido ocorre como
gridos insoliiveis em cloroplastos ou. no caso de raizes e tubérculos, em amiloplastos. Dada sua
insolubilidade, o amido ndo contribui para o potencial osinético da célula.

Conforme Preiss & Kosuge (1970), a sintese de amido requer a ativagdo de glicose, na forma
de um derivativo de fosfato de nucleotideo, a saber:

ATP + glicose- 1-fosfato <> ADP-glicose + Pi
(ouUTP)y  G-I1-P (ou UTP-glicose)
Em seqiiéncia, uma rransglicolizagdo ocorre, conforme o esquema:
ADP-glicose + precursor do amido <> ADP + (glicose),
(ou UDP-glicose) (glicose) (ou UDP)

A degradagio pode ocorrer via duas enzimas diferentes. A quebra hidrolitica produz residuos
de glicose e/ou maltose e é catalisada pela amilase. A quebra fosfolitica produz G-1-P e calallsa(l.l
pela fosforilase, conforime o seguinte esquema:

(glicose),+1 + Pi <> (glicose), + G-1-P

Essa reacdio € reversivel (AG"= + 0,73 kcal.mol') mas, na célula, ela procede somente na
dire¢do da degradagao. portanto mantendo mecanismos anabélicos e catabélicos separados.

Neste capitulo sdo descritas duas estratégias para se verificar o nivel de amido em tecidos,
com Dase no método 1-KI1 de Krisman (1962). Em uma delas, ¢ demonstrada a ocorréncia e
distribui¢do de amido em folhas de Phaseolus vulgaris L. A reagfio da fosforilase ird catalisar a
sintese de amido nesse sistema de células livres (a degradagdo somente € catalisada em células
intactas). Na outra, o amido ¢ extraido de raizes de Medicago sativa L., por uma adapta¢io do
méiodo de Yeh et al. (198 1), e fracionado por cromatografia (Fankhauser et al., 1989).

34.2. Tocalizagiio dos Grinulos de Amido em Folhas de Feijoeiro

A. Remova uma folha de um feijoeiro com trés semanas de idade que tenha sido exposto a luz do sol
por varias horas.

B. Coloque a folha em agua fervente. por 30 s.

C. Coloque a folha em etanol 95% (v/v) e aquega em banho de 4dgua fervente, até que a maioria dos
pigmentos tenha sido extraida (aproximadamente, 20 min).

D. Coloque a folha em 4gua fervente, por 10 s, e a transfira para placa de Pefri com solugdo I»-KI (5 g de
e 10 g de Kl em &gua, q.s.p. 100 mL).

i. Observe as 4reas que ficarem negras, as quais denotam as posi¢des dos granulos de amido -
fotografe ou faga diagramas.

I". Repita o experimento com uma folha de feijoeiro cultivado no escuro, por dois ou trés dias.

—_
L
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OBSERVACAO

e As folhas dos experimentos podem ser colocadas entre duas transparéncias, posicionadas
em mesa de vidro com iluminagdo, transferidas para computador, por meio de scanner. e
editadas. Como alternativa, elas podem ser fotografadas.

34.3. Conversio de Aghicares em Amido, em [Folhas de Feijoeiro

A. Coloque feijoeiros com trés semanas de idade no escuro, por dois dias.
B. Remova algumas folhas e mergulhe seus peciolos em béqueres que contenham um dos seguintes
tratamentos:
a) glicose 0.5 M
b) frutose 0,5 M
¢) sacarose 0,5 M
d) dgua’
C. Mantenha esse material no escuro por dois dias.
D. Faga a coloragio de cada um dos tratamentos, como no item 34.2., e registre os resultados.

34.4, xtraciio ¢ IXnsaio da Atividade da Fosforilase

A. Corte pequenos pedagos de uma batata (Solanum tuberosum L.) sem epiderme, até obter 10 g de
amostra,

B. Triture a amostra em cerca de 30 mL de solugio NaF 10 mM (I mg NaF.g" amostra).

C. Filtre o homogeneizado em funil de Buclmer e centrifugue o filtrado a 27.000 x g (2°C). por 10 min.
Use o sobrenadante como solugdo cnzimdtica e conduza o ensaio descrito a seguir.

D. Transfira as seguintes solugdes para quatro tubos de ensaio:
a) 2 mL de glicose 0,29% (p/v) + | mL de agua.
b) 2 mL de glicose 0.2% (p/v) + | mL KH,PO,0,21 M
¢)2 mmL de G-1-P 0.25% (p/v) + 1mL de 4gua
d) 2 mL de G-1-P 0,25% (p/v) + | mL KH,PO,;0,21 M

E. Adicione | mL da solugéio enzimdtica a cada tubo e misture.

F. Transfira, a cada 5 min, uma aliquota de 400 pL para uma lamina de microscépio. Adicione 400 pl.
da solugdo 1> -KI sobre a amostra ¢ observe o desenvolvimento da coloragdo. Conduza o experimento
por [ h.

34.5, Extracdo ¢ Cromatografia em Raizes de Alfafa

A. Coloque 100-500 mg de amostras de raizes em 20 mL de DMSO 90% (v/v), com agita¢do, por 24 h,
para dispersar os granulos de amido.

B. Centrifugue a solugdo a 500 x ¢ em temperatura ambiente, por 5 min, e colete o sobrenadante.
Faga trés extragdes com DMSO, em seqiiéncia, para poder recuperar mais de 95% do amido da
raiz de alfafa.

C. Adicione trés volumes de etanol 95% (v/v) & amostra e deixe o amido extraido se precipitar a 4°C,
por 12 h.

D. Centrifugue o material a 12.000 x g em temperatura ambiente, por 5 min. Lave o sedimento com etanal
959 (vIv). para remogiio dos residuos de DMSO. Centrifugue de novo a amostra a 12.000 X g,
por 5 min.
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. Ressuspenda o amido em 3-4 mL de NaOH 0,01 N. Faga uma centrifugagdo final, a 500 x g em

temperatura ambiente, por 5 min, para remogao dos materiais insoliveis em NaOtl. Detcrmine a
concentragdo de amido. como equivalente-glicose x 0,9, usando o reagente de antrona (capitulo
10).

F. Use, para as separagdes cromatogrificas, colunas de 1,5 x 70 cm com Sep/iarose. Para as andlises

G.

H.

quantitativas de componentes do amido, aplique amostras com 1,5 mg de amido.

Colete as fra¢des a intervalos de 6 min, usando uma taxa de fluxo de 0,40 mL.min™, tendo NaOH
0.01 N como eluente. Determine os teores de carboidratos de cada fragiio (capitulo 10).

Compare os perfis de eluicdo dos componentes de PM alto e baixo com aqueles obtidos com
amilose de bafata ¢ amilopectina de milho (disponiveis comercialimente).

Fa¢a as anélises quantitativas do amido presente em cada fragdo pelo método 1,-KI de Krisman
(1962). Para essas anélises. aplique 10 mg de amido na coluna e considere as fragoes tendo uma
razdo de absorbancia 520 nm/615 nm maior que 1.0, como sendo, primariamente, amilopectina.
Use os valores de concentragdo de carboidratos (passo G.) para calcular a razdo PM Dbaixo/I’'M
alto.
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CUIDADOS

* Use luvas e protegio facial quando fizer manipulagoes sob UV.

e Faga ensaios preliminares na TLC, visando obter proficiéncia na borrifa¢do. para que as
placas tenham espessura similar.

J35.1. Introdugiio

O crescimento e o desenvolvimento envolvem vérios mecanismos dependentes de controle
hormonal. Por isso. revisdes abrangentes sobre o assunto podem ser encontradas. praticamente, em
qualquer Tivro-texto de fisiologia vegetal. Além disso. reguladores do crescimento exdgenos tém
grande aplicagdo em técnicas fisiologicas, especialmente na cultura in vitro. Visto que outras
estratégias, tais como indugfio de metabolismo secunddrio e transformagdo, dependem da
manipulagdo /i vifro, a importincia dessa categoria de substancias €, mais uma vez, evidenciada.

O efeito de hormonios pode ser prontamente demonstrado por meio de bioensaios (ex. Burg
& Burg 1966, Bukovac & Nakagawa 1968, Cooper et al. 1968, Williams & Stahly 1969 e Wareing
197G). Em muitos casos, todavia, é extremamente dificil obter-se reprodutibilidade de dados em
reposta a aplicagdo de reguladores do crescimento. O mesmo ocorre quando se tenta correlacionar
niveis de hormdnios endégenos com taxas de crescimento. A causa mais provivel é o
desconhecimenlo da natureza das moléculas receptoras de hormoénios nos sitios ativos. assim como
seu nivel em um dado tecido e os fatores que influenciam essa intera¢do. Por isso, estudos nesse
campo tém atingido alto grau de sofislicagdo, com o uso de técnicas muito refinadas. tais como a RP-
IHPLC, a combina¢do da cromatografia gasosa com a espectrometria de massa (GC/EM) e os
radioimunoensaios. Essas estratégias envolvem aparelhos de custo muilo elevado, requerem
treinamento especializado e, predominantemente, o emprego de isétopos radioalivos. No Brasil,
poucos laboratérios tém infra-estrutura para esses tipos de estudos.

Para uma anélise rdpida do nivel de hormdnios em amostras vegetais, a TLC continua sendo
uma opgdo atraente, por ndo envolver as limitagdes mencionadas no paragrafo anterior. Além disso.
ela é aplicvel a algumas espécies ainda ndo estudados (ex. vérias forrageiras tropicais). Neste
capitulo, ¢ descrita uma abordagem de purifica¢do, derivada de vdrios relatos (ex. Berg & Bryon,
1974), dos promotores de crescimento GA e IAA e do inibidor ABA, com base na TLC em silica gel
tipo 60 Fasy. que apresenta fluorescéncia sob UV, a 254 nm. Adicionalmente, como exemplos, sio
apresentadas técnicas radioisotépicas de alta precisdo para a purificagdo de horménios. Vale
enfatizar que elas requerem certificagdo para uso de elementos marcados € que, no caso do ABA, o
radioimunoensaio de exfratos aquosos (ex. Else et al. 1995 e Pekic et al. 1995) € comparével ao
método da GC/EM.

35.2. TLC
35.2.1. Preparo da Amostra

A. Triture 50-100 g de amostra em ligiidificador com 200 mL de metanol 80% (v/v) a 4°C. por 2 min.



188 METODOS ANALITICOS E LABORATORIAIS EAM FISIOLOGIA VEGETAL

E.

. Deixe 0 homogeneizado sobre gelo. por 1 h. agitando ocasionalmente. Filtre 0 homogeneizacdo em

papel-filtro tipo Whatman N° 1.

. Force a evaporagao do metanol em evaporador giratério, até obtengdo de um volume de 8 mL. a

30°C. Filtre esse concentrado aquoso, para remogdo da clorofila precipitada. Ajuste a fase aquosa
para pH 8,0. usando solugdo aquosa saturada de NaHCOa.

. Faga trés lavagens com acetato de etila, em funil de separagdo, para remogao de pigmentos e

interferentes.

. Ajuste o pH da fase aquosa para 2,5-3,0, com H.SO, I N. Faga extragdo. trés vezes, em funil de

separagdo, com acetato de etila ou éster dietilico, para remogdo de GA, ABA, IAA e citocininas.
Force a evaporagdo do extrato até a secagem quase total. Ressuspenda o material em | mL de
metanol.

. Faga purificagdo adicional em coluna com PVPP compactado, conduzindo a corrida contra a

gravidade, em tampdo fosfato 0.1 M pH 6.0, Aplique as amostras hormonais dissolvidas em
solugdo aquosa de K.HPO, 0.1 M pH 6,0.

. Ajuste o pH das fragdes para 3,5 e faqa extragdo com acetato de etila, com posterior evaporagio

for¢ada deste dltimo. Aliquotas com o teor desconhecido de horménios podem ser dissolvidas em
pequenos volumes de metanol, para purificagdo pela TLC, ou outros métodos.

35.2.2. Detecgio de Padrdes por meio de Cromatografia em Papel

. Aplique padrdes de ABA, GA e TAA, como linhas individuais com | cm de comprimento,

espagadas em 1 cin, em uina das metades do papel.

. Adicione 50 jiL de cada amostra (1 mg.mL™") ao lado de cada padriio, como uma linha.
. Faga a cromatografia no solvente cloroférmio-acetato de etila-dcido férmico concentrado

(60:40:5, v/v/v), em recipiente apropriado. Evite que o papel seja exposto a luz.

. Seque o papel, ap6s 2 h, e observe sob luz UV de 254 nm. Calcule os valores de R; para cada

hormoénio.

Faga a detecglio de GA, borrifando o papel com etanol-4cido sulftirico 95:5 (v/v) e aquecendo-o
por 5 s. Enquanto o papel estiver sendo exposto, prepare placas de 300-500 (1, conforme descrito
a seguir. Elas sdo usadas para separar quantidades maiores de horménios.

35.2.3. Preparo da Placa de TLC

. Faca a limpeza de placas de vidro de 20 x 20 cm, ou 10 x 20 cm. Embora as placas possam ter

qualquer tamanho, é necessério que elas se encaixem no aparato borrifador.

. Misture o absorvente da seguinte forma:

a) Misture, para placas de silica-gel, 30 g do gel com 68 ml. de dgua destilada. Pode ser
necessério adicionar mais agua, para se obter a mistura ideal. Se a mistura estiver muito
espessa, o absorvente ird se espalhar de forma desigual. Se ela estiver muito fluida, o
absorvente ird passar direto pela calha. Para a silica gel G com um ligante de gesso (gipsita), é
necessdrio usar uma mistura mais fluida. Caso contréario, quando cinco ou seis placas fiverem
sido espalhadas nas placas de vidro, a mistura comecaré a ficar espessa, tornado a borrifa¢do
dificil.

b) Misture, para placas de celulose sem ligante, 15 g do p6 de celulose e cerca de 90 mL de 4gua
destilada. Homogeneize o material em liqtidificador, até que as fibras sejam rompidas.
Observe se a consisténcia estd cremosa e homogénea. Se a mistura ndo estiver bem feita, as
placas exibirdo pequenas fibras na presenga do absorvente. Muito embora a mistura parega
espessa e dificil de espalhar ao ser removida do liguidificador, evite adicionar 4gua em excesso,
pois a placa ficard muito fina e passara direto pela calha. Quando empregar ligante de gipsita
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(sulfato de célcio hidratado, gesso natural), adicione um pouco mais de agua. pois o ligante

tende a fazer com que o absorvente fique espesso mais rapidamente.

C. Espalhe o malerial, para fazer as placas, da seguinte forma:

a) Método da Placa Movel:

a,) Coloque uma placa de vidro sob a calha do aparato para borrifagio.

a,) Encaixe os dois fechadores. O fechador do lado em que a placa serd removida deve ser
posicionado para uma camada com espessura de 300 L. A espessura da placa de TL.C
depende da concentragdo da amostra que serd aplicada e da natureza da substancia que se
quer separar.

ax) Aplique a mistura dgua-absorvente. Empurre a placa através da calha, usando outra placa
de vidro, até que esta apareca na extremidade final. Atue de maneira constante e firime.
para ndo provocar estrias no absorvente.

b) Método da Calha Movel

b) Coloque, rapidamente, 5-6 placas de vidro, de ponta a ponta, no aparalo de preparacio.

b.) Coloque a calha em uma extremidade do aparato e aplique nela o absorvente.

b.) Passe entdo a calha por sobre as placas, espalhando o absorvente no processo.

D. Coloque as placas em um forno a 110"C, por 30-60 min. Esse passo ativa as placas, por meio da
remogdo de particulas de dgua ligadas a silica gel e permite que compostos do processo de
separagdo interajam com a silica gel.

E. Remova as placas do forno e deixe esfriar em temperatura ambiente.

F. Procure reproduzir, para cada placa, o tempo gasto entre o resfriamento ¢ a revelagdo das
manchas, porque as placas de TLC comegardo a absorver umidade, ap6s a remogdo. Dessa
forma. os valores de R poderdo ser reproduzidos.

35.2.4. Solventes

cloroférinio-acetato de efila-acido acético 60:40:5 (v/vlv)
acetato de metila-2-propanol-aménia 25% 45:35:2 (viviv)
tolueno-acetato de etila-acido acético 40:5:2 (viviv)
isopropanol-amonia concentrada-agua 8:1:1 (viviv)

35.2.5. Visualizagdo

ABA: | Mancha escura dissipante, sob iluminac¢fio UV.

GA: Apés borrifar a placa com mistura etanol-4cido sulfurico (95:5, v/v), aquega-a por
2-5 min. A GA se revela como manchas verde-azuladas fluorescentes, sob iluminagdo
UV.

IAA.: Regido dissipante, sob iluminagdo UV e fundo exibindo fluorescéncia pelo Fsy.

e Apés analisadas, as placas devem ser colocadas para secar, até que os solventes se evaporem.

35.2.6. Aplicagdo de Horménios a Placa de TLC

A. Aplique uma aliquota da amostra (ex. 100 pg) sobre a placa de silica gel (espessura de 300-
5001), preparada sem ligante ou gipsita, na forma de um risco de 2 cm de comprimento.
B. Aplique os padrdes hormonais, fazendo riscos de | ¢cm de comprimento.
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. Cubra essas aplica¢des com lamina de aluminio, para poder eluir os hormdnios enddgenos, e faga

a borrifacdo nos sitios dos padrdes com as misturas apropriacas, expondo-0s, a seguir, a radiacdo
UV. Marque a regidio da placa onde estes padroces estdo localizados.

. Raspe cada regido da sflica gel onde as amostras foram aplicadas e cobertas com lamina de

aluminio, e as coloque, individualmente, em recipientes de pesagem. Transfira cada uma para
tubos de ensaio.

. Faga a eluigiio dos horménios presentes nessas amostras, usando dgua saturada com acetato de

etila. Faca a elui¢do duas vezes.

. Remova o acetato de etila (0 qual contém os hormdnios) da silica gel, pot meio de centrifugagio

ou filtracdo (faca testes preliminares para determinar as condi¢des ideais). Anote os volumes
obtidos e preserve as solugdes para condugdo de bioensaio.

. Repita o procedimento em uma regido da silica gel que ndo contém qualquer aplica¢do de

hormdnio. Esse extrato servird de branco para os ensaios.

. Faga, como alternativa, a borrifagdo da placa com reagente etanol-dcido sulfiirico, aquecga a

[00°C, por 2 min e examine sob radiagdo UV, caso a finalidade do estudo seja somente a
determinacdo dos valores de R;. Mecga as distincias a partir da origem e verifique a coloragdo das
regides que contém os hormonios.

3. Bioensaios

35.3.1. Bioensaio para ABA Utilizando Trigo

. Mergulhe sementes de trigo em solugdo hipoclorito de s6dia 10% (v/v) (lembre-se de que o

produto comercial contém 2% do principio ativo), por 15 min. Remova o hipoclorito de sédio.
fazendo cinco lavagens com dgua destilada.
&

. Transfira aliquotas (anote o volume e a concentragdo) das fragdes hormonios-acetato de etila

eluidas para placas de Petri que contém um pedago de papel-filtro tipo Whatman N"I embebido
em acetato de etila (ap6s evaporagdo do excesso, na capela para exaustdo de gases). Caso
horménios ndo tenham sido eluidos na TLC, use aliquotas de solugdes-estoque de horménio do
laboratério. Adicione horménios em quantidade suficiente para ter 20-100 jig em cada placa de
’etri. Faga cinco repetigdes. Inclua duas testemunhas: uma € o tratamento sem ABA ¢ a outra o
papel-filtro embebido em agua, em vez de acetato de ctila.

. Adicione 8 mL de 4gua destilada a cada placa de Perri, colocando, a seguir, 10 sementes

esterilizadas. Manifenha o material no escuro, por 3-4 dias.

. Determine a taxa de germinagdo e mega o comprimento do coledptilo e da radicula (mm).
. Compare as sementes tratadas com a testemunha,

35.3.2. Bioensaio para Giberelina com o Uso de Ervilha

. Plante as sementes em vermiculita (preferencialmente, apés embeber em 4gua) e cultive as

plantulas por 8-10 dias, a 2116°C dia/noite. Inicie o bioensaio quando a folha do terceiro né
estiver com metade da expansao.

. Faga a raspagem da regido da placa de TLC, onde se acredita que a GA esteja, e transfira o

material coletado para um tubo de ensaio. Adicione 3 mL de acetato de etila, agite, e faga a
filtragem em papel tipo Whatman N”[, para outro tubo.

. Lave o tubo de ensaio original mais duas vezes, cada qual com 3 mL de acetato de etila, fazendo a

filtragem. Opcionalmente, os passos B. e C. podem ser substituidos pelo uso direto da amosira
(desconhecido).

. Evapore o acetato de etila, ou o solvente usado no desconhecido, até secagem total, a 40°C.
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I

Ressuspenda a amostra que contém o GA desconhecido em | mL de &gua ou tampio fosfato

0,1' M pH 06,0, contendo 200 pL. de Tiveen 20. Esse volume pode ser ajustado para se ter | mg
amostra.mL.

. Injete o volume entre as folhas apicais das plantulas. anotando a altura de cada uma. Tente fazer

quatro repeti¢des. Inclua dois tratamentos com aplica¢do de concentragdes conhecidas de GA
(produto disponivel comercialmente). Inclua também uma plantula sendo injetada somente com a
mistura dgua-7ween 20, para servir de testemunha.

. Coloque as plantulas em camara de crescimento. Faga nova aplicag¢do apés quairo dias.
. Mega a aitura da plantula e a altura do entrené e compare com a testemunha e com as parcelas

tratadas com niveis conhecidos de GA. Os dados podem ser expressados como percentagem da
testemunha, desde que o valor absoluto desta seja incluido. Faga o gréfico. comparando os
tratamentos.

35.3.3. Bioensaio para IAA com o Uso de Trigo

. Mergulhe semenles de trigo em &gua destilada com aeragdo. por 2 h. Plante o material em

vermiculita e faga o cultivo no escuro, a 25°C, por trés dias.

. Seccione os 12 mm apicais do coledptilo e coloque o seginenio em fgua destilada, por 30 min,

para remogdo dos hormonios endégenos. Faga estas manipulagdes sob luz vermelha difusa.

. Coloque uma aliquota de solug¢do com [AA em tubo de ensaio e evapore o solvente (geralmente,

metanol), mantendo os tubos em dessecador. Use varias conceniragdes de 1AA.

. Adicione 400 1L de tampdo fosfato-citrato a cada tubo. Faca quatro tepeticdes. Inclua quatro

tubos sem 1A A, como testemunha.

. Prepare o tampdo fosfato-citrato da seguinte forma: misture .74 g de K, HPO,, e 1,019 g de

acido citricoem IL H2O com sacarose a 2% (p/v). Ajuste o pH para 5.0.

. Coloque quatro segimentos de coledptilo em cada tubo de ensaio. Mantenha os tubos no escuro.,

sob rotagdo lenta a 25°C, por 20 h. Em seguida, remova os segmentos e meg¢a o comprimento.
[Faga as comparagdes pertinentes.

35.4. Determinagio de Giberelinas por RP-HPLC

A

A seguinte técnica € preconizada por Toyomasu et al. (1992), em Lactuca sativa L.

Compare dois tratamentos: plantas germinadas e mantidas no escuro, por 10 dias, € 0 mesimo por
. . . -2
nove dias + wn dia sob luz branca continua (5 W.m™). Mantenha a temperatura a 25°C.

. Colete o hipoc6tilo e faga a homogeneizag@o e extragao, trés vezes, em metanol (2 L). Concentre

cada extrato a véicuo, e dilua a resultante solu¢fio aquosa com agua, até o volume de 500 mL.
Ajuste o pH para 3,00, com HCI 6 M.

. Faga a extragdo, trés vezes, com acetato de etila (200 mL). Combine os extratos e faga nova

extragdo, trés vezes, com tampdo fosfato 0,5 M pH 8,3 (200 mL). Ajuste o pH para 3,00, como
anteriormente. Faga, novamente, a exfragdo em (rés vezes, com acetato de etila (200 mL).

. Combine os extratos e seque-os sobre recipiente com sulfato e sédio anidro, para obten¢do de

uma frac¢iio acidica de acetato de ctila.

. Dissolva. em agilo paralela, o acetato de etila em tampdo fosfato 0,1 M pH 8.0. Transfira a

solugdo para uma coluna (15 mm d.i. x 300 mm) de PVPP (I g).

. Faga a elui¢do com o mesmo tampdo (30 mL). Ajuste o pH das fragdes para pH 3,00 e submeta-

0s, por trés vezes, A extragfio com acetato de etila (10 mL). Combine os extratos e seque-os sobre
recipiente com sulfato de sédio anidro e, emn seguida, use vacuo para forgar a evaporagao.
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. Purifique o extrato de acetato de etila em cartucho tipo Sep-Pak e Sepralyte (0,5 g) e submeta-o 2

RP-HPLC, conforme o método de Endo et al. (1989), em uina coluna tipo Senshu-Pak. de 10 mm
d.i. x 250 mm, para o obtencdo de 32 fra¢des.

. Conduza o ensaio para GA pelo método de Nishijima & Katsura (1989), usando aliquotas

correspondentes a 2,0 g MV.
Faca a metilagdo de cada amostra a ser submetida a GC/EM, com diazometane etéreo e.
subseqtientemente, trimetilagdo com MSTFA a 80°C. por 30 min.

. Empregue um sistema GC/EM, equipado com coluna de capilaridade de silica fundida e

quimicamente ligada, para as anélises (vide Endo et al., 1989).

35.5. Purificaciio de Giberelinas por RP-HPLC com o Uso de Padries Marcados com > H

A.

B.

C.

35

A seguinte abordagem foi empregada por Olsen et al. (1995), em Salix pentandra:

Homogeneize as amostras (meia folha ou metade do caule) em N, liquido e faca a extragdo em
100 mL de metanol 80% (v/v) aquoso a 4°C, por 16 .

Adicione os seguinles padrdes internos: (17,17-"H)-GAy, (17,17-"H)-GAx. (17.17-"H)-GA,.
(17,17-"H)-GAg, (17,17-"H)-GAx.

Purifique as amostras por particdo contra acetato de etila, com uso de colunas de troca anibnica
tipo QAE-Sephadex A25, seguido de RP-HPLC.

.6. Purificaciio Conjunta de AIA ¢ ABA por GC/EM com o Uso de *H e '*C

O seguinte método foi descrito por Pearce & Taylor (1995). em IZIytrigia repens (L) Beauv.,
visando A purificagdo em pequena escala, a partir de amostras de 10 gemas, variando de 0.22 a
5,34 mg no peso total:

. Triture a amostra liofilizada em um minifrasco e faga a extragdo em 100 pl. de mistura

metanol-dgua 4:1 (v/v). Adicione os padrdes internos (“Ca)IAA (200 pg) e (CHo)ABA (500 pg) a
cada amostra.

. Centrifugue a amostra a 500 x g, por 5 min, para sedimentar os residuos. Transfira o

sobrenadante para outro minifrasco e faga nova extragio no sedimento, em 100 pL de metanol,
centrifugando-o, apés. a 500 x g, por 5 min. Combine o sobrenadante com o extrato e elimine a
fase alcodlica com N; (o volume final serd menor que 10uL.).

. Adicione 100 nL de uma mistura aquosa acidilicada (acido acético-agua 1:99, v/v) € remova os

compostos de menor polaridade I,1 mL de n-hexano. Repita essa parti¢do tiés vezes, para
remover interferentes do metil éster na anélise de ABA pela GC/EM.

. Fracione a fase aquosa trés vezes, contra volumes de 100 pL. de CH.Cl,, combinando os volumes

e fazendo a evaporagdo com N,. Dissolva o residuo obtido em 10 L de metanol e faga a metilagao
com diazometane recém-preparado.

Dissolva a amostra metilada em n-hexano e injete uma aliquota. a frio. em coluna de capilaridade
tipo DBI1701-15N (15 m, 0, 25 mm d.i.; filme de 0,25 jun de cianopropil 5% p/p. metilsilicone
95% p/p). conectada a um detector seletivo de massa. Para o programa de GC usado (20°C.min"*
a 165°C, e entdo 5°C.min™' a 225°C), o éster metilico do 1AA é eluido em 12 min e o éster
metilico do ABA em [6 min.

Faga a detec¢do e medi¢do dos compostos enddgenos e os padrdes internos correspondentes,
marcados com radioisétopos, por monitorizagdo idnica selecionada (150 ms para o 1AA e 100 ms
para o ABA).
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FATORES PARA CONVERSAO DE UNIDADES

Para converler da T para converter da
Medida Coluna | para a Coluna 1 Coluna 2 Coluna 2 para a
Coluna 2, multiplique Sl nio SI Coluna I, multiplique
e s D e s e e e DO e e
Angulo
‘ 57,3 rad graus, * 1,75 x 10~
Area
2.47 ha acre 0.4405
247 km® acre 4,05 x 10™
0,386 ki’ mi* 2,59
2,47 x 10" m’ acre 4,05 x 10°
10,76 m’ ft’ 9,29 x 10~
1,2 m’ yd® 0,8
0,155 cm’ in’ 6,45
1,55 % 107 mm” in’ 645
Comprimento
0,621 km mi 1,609
1,094 m yd 0914
3,28 m ft 0,304
1,0 m U 1,0
3.94x 107 mm in 25.4
10 nm A 0,1
Concentrages
1,0 cmolkg”  meq.100g™ (,0
0.1 gkg' % 10
1,0 mg kg ppm 1,0
Condutividade
Eléirica ¢ Magnelismo
10 Sm mmho.cm™ 0,1
10" T G 10"

Encrgia, Trabalho

9,52x 10" J Btu 1,05x 10°
0,239 J cal 4,19
10’ | erg 107
0,735 J ft-in 1,36
2,387 x 107 Jm* cal.em™ 4,19x 10°
10° N dyne. dina 10°
1,43 x 10™ w.n™ cal.em™min' 698
Massa
2,20x 107 g 1b 454
3,52x 107 g oz 28,4
2,205 kg q 100
1,10x 107 kg ton 907
O L0210 0907
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___________________________________________________________________________

Nutrientes de
Plantas

Pressiio

Produtividade

Radioatividade

Superficie
Especilica

Temperatura

A R S N A

FATORES PARA CONVERSAO DE UNIDADES - continuagio.

Coluna | para a
Coluna 2,

_nultipliquepor

9,73 x 10"
9,81 x 107
4,40

8,11
97.28

81 x 107

2,29
1,20
1,39
[,606

9,90

10

1,00

2,09 x 107
1,45 x 107

0,893
7,77 x 107
1,49 x 107
1,59 x 107
1.86 x 107
0,107

893

0,446

2,7 x 10"
2,7x 107
100
{00

L0
1.000

(9/5 °C) + 32

EPRRREFRVITETS

...............................

Sl

Ca
Mg

MPa
MPa

t.m™ ou Mg.m™

Pa
Pa

kg.ha'
kg.m™
kg.ha'
kg.ha'
kg.ha'!
L.ha'

tha' ou Mg.ha®
t.ha’ ou Mg.ha'

Bq
Bq.kg"
Gy
Sv

m kg
m” kg’

...............................................................

Coluna 2
nio Si

acre-in
ft's"
gal.min
acre-ft
acre-in
acre-ft

P,0s
K]O
Ca0O
MgO

atm
bar
gcm™
Ib.ft~
1b.in™

Ib.acre™

1b.bu’!
bu.acre™, 60 1b
bu.acre™, 56 1b
bu.acre™’, 48 1b
gal.acre
Ib.acre™
ton.acre™

Ci
pCi.g"
rd

rem

R AL A SN

................................

Coluna 2 para a
Coluna 1,

0,437
0.830
0,715
0,602

0,101
0,10

1,00
47,90
6,90 x 10°

[,12

12,87
67,19
62,71
53,75

9,35
1,12x 10°
2.24

3,7x 10"
37

0,01

0,01

0,1
0,001

S/9CF - 32)
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.................................................................

Fotossintese

Velocidade

Volume

FATORIS PARA CONVERSAO DE UNIDADIES - continuagio.

........................

Coluna 2,

3,60 x 107
5,56x 10™
10

35,97

2,24

9,73 x 107
35,30

1,3

6,10

2,84 x 107
1,057
3,53 x 10~
0,265
33,78
2,11
0,067

Pari converler da
Coluna I para a

Coluna 1

SI
2 -
mg.m™.s
Rl -
mgH-O.n™.s :
mg.m™s”
el -
mg.m™.s"
-1
m.s
K
m
K
m
2
m
1
m
L
L
L
L
L
L
mL

Coluna 2
nio SI

g.dm™h’

nmolH,0.cm™.s™

D -
mg.cm™.s"

mg.dm™h"
mi.h' (mph)

acre-in
ft'
yd’

in'

bu

qt

ft'

gal

oz (liquida)
pt (liquido)
tbsp

...............

o R

......................

Coluna 2 para a

Coluna I,

27.8
10"
10"
2,78 x 107

0.447

102,8
2,83 x 107
0.76
1.64x 107
35,24
0,946
28,3

3,78

2,96 x 107
0,473

15

5

_multiplique por

AN N NN N
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Fornecedor Empresas Representadas
ACATEC APD Cryogenics Inc.
Comércio e Representagdes Lida CONVIRON
Rua dos Comerciérios, 354 DIONEX
CEP 04320-030 - Sdo Paulo - SP e outros

Fone: (O 1) 5588-4392
Fax: (011)5588-4919

ALEM MAR ELE International
Comercial e Industrial S.A. LABCONCO
Av. Senador Queiroz, 96 - 5" andar LI-COR
CEP 01026-000 - Sido Paulo - SP SEEDBURO
Fone: (O11) 229-8344 Wescor
Fax: (011)228-5407 e outros

Telex: 1123194 MAPQ BR

Ambriex S.A. Hoefer
Rua Tupi, 535
CEP 01233 - Sio Paulo - SP
Fone: 826-6722

Fax: 67-1870
Telex: 1121348
ANACOM CIENTIFICA Leco
Rua Aurora, 111 Questron
Vila Marlene e outros

CEP 09726-420 - Sdo Bernardo do Campo - SP
Fone/Fax: (OI1) 414-1688

DANON THOMAS
Sociedade Importadora de Equipamentos Cientificos Ltda

Av. Pedro 11,292 C.P. 1232

Sao Cristovio

CEP 20941-070 - Rio de Janeiro - RJ

Fone: (021) 589-7518

Fax: (021) 589-1031

* Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram seus produtos ao
laborat6rio de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL.
" Conforme material de divulgagéo. Para informagdes adicionais, consulte o fornecedor,
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Fax: (0192)71-1645

GENOMA Promega
Biotecnologia do Brasil Ltda
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Fone: (031) 275-1240

Fax: (031)337-9324
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Engenharia Molecular Ltda

Rua Itapeva, 500 Conj SAB

CEP 01332-903 - Sdo Paulo - SP

Fone: (O11) 288-1188

Fax: (011) 288-4962

Incibris Dupont
Instrumentacao Cientifica Brasileira Ind. e Com. Ltda Eppendorf
Rua Maria Lucia Duarte, 512 E-C Apparatus
CEP 05172 - Sdo Paulo - SP Precision
Fone: (O11)834-1427, 834-1158, 834-2181 GIBCO-BRL
Fax: (OI1) 834-6038 e outros
Lintfort Associales, Ltda ElettronicaVeneta
Caixa Postal 33018, Leblon NEL

CEP 22442-970 - Rio de Janeiro - R]
Fone: (021) 294-2934, 294-4794
" Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram seus produtos ao
laboratério de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL.
" Conforme material de divulgagio. Para informacdes adicionais, consulte o fornecedor.
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Fornecedor Empresas Remcsenladas”*

Lodan Sorvall
Representa¢des Comerciais S/C Ltda

Av. Eng. Caetano Alvares, 527

B. do Limdo

CEP 02550 - Siio Paulo - SP

Fone: (011) 857-0678

Fax: (O11)265-6232

Micronal S.A. HERMLE
Av. Francisco Sales, 104 Micronal
Floresta e outlros

CEP 30150-200 - Belo Horizonte - MG
Fone: 222-5030, 226-7720
Fax: (031)201-0538

PROMOLAB PROMOILAB
Av. Mateo Bei, 1074
CEP 03949-100 - Sdo Paulo - SP
Fone: (011)919-2939, 919-8803
Fax: (011)962-3771

Pré-Quimica Aldrich
Com. Export. e Import. Ltda Fluka
Rua Dom Vigoso, 222 SIGMA

CEP 30720-260 - Belo Horizonte - MG
Fone: (031) 411-2069
Fax: (031) 464-5653

RIO lab minas BELART
Produtos e Equip. para Laboratério Litda

Rua Sabin6polis, 103

Carlos Prates

CEP 30710 - Belo Horizonte - MG

Fone: (031) 464-905 |

Telex: (031) 37006

Schott-Zeiss o Brasil Ltda ZEISS
Av. Nagoes Unidas, 21711
CEP 04795-100 - Séo Paulo - SP
Fone: (011)524-4111
Fax: (011)524-5232

" Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram seus produlos ao
laboratério de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL.,
“ Conforme material de divulgagdo. Para informagoes adicionais. consulte o fornecedor.



210 METODOS ANALITICOS E LABORATORIALS EAM FISIOLOGIA VEGETAL
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Fornecedor Empresas Represenfadas
Sigma-Aldrich Chemical Aldrich
Representagdes Ltda SIGMA

Rua Sabarg, 566 Conj 53

CEP 0§239-010 - Sdo Paulo - SP
Fone: (O11) 231-1866

Fax: (0[1)257-9079

SUPEROHM Ltda SUPEROHM
Rua Vitério Furlani, 877
Algodoal
CEP 13400 - Piracicaba - SP
Fone: (0194) 21-2234
Fax: 21-0100
Telex: 19-7730 SOHM BR

TECNAL TECNAL
Equipamentos para Lahoratério Ltda

Rua Tiradentes. 852

CEP 13400 - Piracicaba - SP

Fone: (0194) 34-9033

Fax: (0194) 34-7571

Telex: 19-2184, 19-2893 TECP BR

TROX TECHNIK TROX
Central de Vendas
Rua Alvarenga. 2.025
CEP 05509 - Sdo Paulo - SP
Fone: (011) 814-5000
Fax: (011)815-4304
" Firmas brasileiras de equipamentos, reagentes ou suprimentos que anunciaram seus produtos ao
laboratério de fisiologia vegetal da Embrapa/CNPGL.
" Conforme material de divulgagdo. Para informagdes adicionais. consulte o fornecedor.
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1I‘stassas atomicas referidas ao is6topo 12 do carbonoe.
2 Massas atGmicas entre parénteses referem-se ao isdtopo mais estavel.
3()s nomes dos elementos estiio listados na secio de ABREVIATURAS E SIMBOLOS.
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Absorbancia, 19, 21, 22, 43, 44, 46, 50, 60,
62, 64, 69, 71. 74. 79, 80, 82, 91, 165,

166, 167, 173, 185
Acetato de Cadmio. 51
Acetato de Chumbo, 57
Acetato de Etila, 37, 188, 189, 190, 191, 193
Acetato de Magnésio, 93
Acetato de Potdssio, 116

Acetona, 34, 41, 42, 47, 51, 54, 55, 67, 68,

69,71, 74, 96, 97
Acetil Aldetdos. 79
Acid Blue, 46
Acido Acético. 5,37, 51, 54, 57. 60, 63, 79,
~80.97, 193
Acido Adenilico, 77. 80
Acido 1.2.4-aminonaftolsulfénico, 164
Acido Ascérbico, 51
Acido Aspirtico, 52
Acido Citidilico, 77
/{\cido Citrico, 37, 179, 191
Acido Formico, 78, 188
Acido Fosfomolibdico. 44
Acido Fosfotungsténico. 44
Acido Glutamico, 52, 171
Acido Guanilico, 77
Acido Tndolacético Oxidase, 178
Acido Oxalico, 54

Acido Perclérico. 53, 54. 55, 77, 78. 79, 80,

92
Acido Picrico. 60
Acidos Graxos. 96, 98
Acido Silicico, 96
Acidos Nucléicos. 27, 77-90
cuidados, 77
determinagdo, 77-80
Acido Sulfossalicilico, 64
Acido Tricarboxilico, 145
Acido Uridilico. 77
Aconitase, 178
Acrilamida, ver PAGE
Aglcares, 53, 54, 55, 56, 59, 62, 184
analisador automatico, 64
Adenil Quinase. 178

Adenosina. 93
ADP, 145, 183
Adsor¢do, 25, 26
Ag, 37, 38, I15,157
Agar, 115, 181
Agarose, 84, 85, 92
AgCL 115
AgNOs. 37,97
Alanina, 52
Alanina Transaminase. 178
Albumina, 38
Alcool Tsoamil, 82
Aldeido Acético. 79, 80
Aldolase, [78
Aleurona, 165
Alfafa, ver Medicago sativa L.
Amido. 53, 54. 55. 56, 61, 63, 78, 165, 160,
168, 178, 183-185
cuidados, 183
extragdo. 184-185
granulos. 183, 184
sintese. [83-185
Amilase. [78, 183
o-Amilase, 56, 57, 60, 63, 165-169
atividade. 167
cuidados. 165
purifica¢do, 166-167
Amiloglicosidase, 56, 63
Amilopectina, 63. [85
Amiloplastos, 183
Amilose, 185
Aminoacidos, 46. 49-52. 109, 168
andlise qualitativa, 51-52
andlise quantitativa, 50-51
cuidados, 49
extragdo, 49-50
Aminolipidios, 98
Aminopeptidase, 178
Amostra, 39, 50, 67, 87-88
caule, 63, 87, 107, 191
coleéptilo, 191
cotilédones. 165, 166-167
dilui¢do, 9, 43, 58, 82, 89, 165
discos foliares, 61, 67, 125, 151, 156,
157,171
epicétilo. 137, 138, 140



214 METODOS ANALITICOS E LABORATORIAIS EM FISIOLOGIA VEGETAL

planta, 125-143

epiderme, 50, 113, 114 solo, 199-200
folhas, 34, 61, 73,78, 87, 130, 131, 132, Banho-maria, 34, 41, 42, 50, 55, 57, 58, 59,
152, 154, 171, 183, 191 60, 61, 63, 78, 88, 127, 161, 173
hipocétilo, 55, 191 Batata, vide Solanum tuberosum L.
liofilizagdo, 53, 55, 63, 87 Benzeno, 54, 97
maceragio, 34. 41, 43, 49, 50, 54, 73, 78, BGG, 42
81, 88, 180 Biocomputagdo, 200
moagem, 5, 53, 55, 63, 70, 87-88 Bioensaio, 187, 190-191
nervuras, 73, 133 Biologia Molecular, 87, 200-201
peciolos, 73,95, 129, 130, 132, 133 Bioquimica Vegelal, 201
preparo, 34, 41, 42, 43, 49, 50, 55, 60, Biossensores, 201
61,73, 78,91. 159, 187 Bisacrilamida, ver PAGE ¢ SDS-PAGE
raizes. 61, 130, 163, |84, 199 Bissulfito de Sédio. 60
secagem, 53, 61, 63,70 BL. 154
sementes, 50, 54, 165 BME, 36, 47, 82, 89, 167
AMP, 79 Bomba de Pressdo, 129-136, 141
Anabolismo, 183 cuidados, 129
Angiospermas. 178 limitagoes, 134
Anidrase Carbdnica, 38 operagdo, 130-132
Anticorpos Monaclonais, 199 Borato de Sédio, 179
Apoplasto, 129 BSA, 42,43, 44, 45, 46, 167, 173
Arginina, 52
Arroz, 178 C
Asparagina, 52 m
Aspartato Aminotransferase, 178 HC‘ 193
Aspartato Transaminase, 178 C,39. 147
ATP. 62. 145, 146, 183 Ca, 103, 108
ATPase, 113, 163-164 Ca™, 113. 116
atividade, 164 CaCl,, 107, 167, 168
cuidados, 163 CaCO,. 68
purificagdo. 163 Ca(H>P0.)>.H:0. 101
ATP Difosfatases. 163 Camara de Pressio, 109
Autoclave, 3, 57 Cémara de Crescimento, 5, 201

Ca(NQO;).4H,0. 101, 104, 107

Auto-radiografia, 39 el
Capacitancia, 152

Auxinas, ver Horménios - TAA

Aveia, 53, 178 Capela, 5, 98, 109, 190
Azul de Bromofenol, 35, 36, 84, 92 CarbO{drato.s, 5}3—6.5, 97. 185
Azul de Bromotimol, 98 dcido-digeriveis, 58
Azul de Coomasie, 37, 38, 45, 46, 168 antrona, 55, 56, 58, 59, 98, 185
Azul de Metileno, 83, 84 analise quantitativa, 53-65
Azul de Tolueno. 83 cuidados, 53, 56
Azul de Toluidina. 84 estruturais, 54
extragdo, 54-58, 60-61
B extragdo enzimatica, 56-58
método de Dubois, 55. 56, 59, 167
Baclg. 107 métOdO de Slnith, 56'58
Bacillus licheniformis, 63 msatodo de Teles, 55, 56, 58. 60
Balango Hidrico microplacas, 60-63

ndo estruturais, 53, 55-65
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Carboxilagdo, 147
Carboximetil, ver CM
Carboxissomos, 201
Carotendides, 69
Casa de Vegetagdo. 87, 201
CaS0,.2H-0, 101, 108, 155, 163, 189
Catabolismo, 145, 183
Catalase, 178
Caule, 109, 171
Caupi, ver Vigna unguiculata (L.) Walp.
Célula, 113, 115, 137-138
Células-guardas, 13, 115
Células Somdticas, 77
Celulose. 28, 54, 78, 188
Centrifugacio, 15-17, 34, 42, 43, 49, 50, 55,
57,58,61,73,74,78.79, 81. 82, 88, 91,
92, 95, 96, 145, 159, 160, 163, 166, 167,
[84, 185, 190, 193
cuidados, 15
microcentrifuga¢io, 63, 88, 109
Centrifugas, 5, 7. 15-17
cuidados, 7, 17
for¢a cenfrifuga. 15-16
operagdo, 17
rotor, 17
Cereais, 102
Cevada, 53, 111,178
CH,Cl,, 193
Choque Osmético, 91, 101
B-ciclodextrina, 167
Cimostatina, 173
Cisteina. 52, 172
Cistina, 52
Citoplasma. 116
Citrato de S6dio. 179
Citros, 178
Clorofila, 41, 42, 55, 67-71. 74, 188
clora, 67-70, 73, 151, 156-158
clorb, 67-70, 73
cuidados, 67
extragdo, 08
estimativa, 68. 70
método de Arnon, 67-68
medidor potatil, 67
parti¢do, 68-69
Cloroférmio, 5. 42, 49, 50. 55. 63, 78, 82, 87,
88. 89, 188
Cloroplastos, 73-74. 81, 151, 156, 183
dilui¢do. 74

suspensoes, 73-74
CM. 28
Coclilearia armoracia, 174, 178
Coletor de Fragoes, 167
Colidina, 51
CO.,, 45, 113, 145, 146, 147, 151, 154, 155,
156
Composigdo da Luz, 201
Computador, 115, 117,122, 154, 174, 184
Condutancia, 39, 115, 117, 121, 122, 154
Confiferas, 178
Corrente, 35, 39
Cotilédones, 109
Crescimento, 77, 91, 134, 137-138. 140. 199
Criopreservagio, 202
Cromatografia, 25-31, 51, 82, 183
de adsor¢do em leito expandido, 28-29
de afinidade, 27-28, 167
de camada fina, ver TLC
de eluigdo, 27
de troca idnica, 28, 54, 92, 193
em coluna. 25-20, 82, 96, 97, 167, 185
em papel. 29-30, 51, 69-70, 188
fase estacionéria, 25, 26, 27, 28
fase mével. 25, 26, 27
gasosa. 25, 26. 187
liquida, ver HPLC
plana, 25
CuCl».2H,0. 104
Cucurbita pepo L., 104
Cultura de Tecidos, 187, 202
Curva-Padrio, 8, 44, 45, 46, 50, 58, 59, 125.
166, 172
Curva P-V, 129, 131-132, 142
CuS0,4.5H-0, 44, 45, 101

D

DCPIP, 73, 74, 75, 181

DEAE, 28

Déficit Hidrico, 117

Densidade. 10, 83

Densitometria, 175, 182, 202
Desidrogenase Alcodlica, 178, 181
Desoxirribose, 79

Diaforase. 178, 181

Dialise, 03, 04, 159-160, 167, 168
Diazometane. 193

Dicloreto de N-(1-naftil)-ctilenodiamina, 181
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2., 7'-Dicloro Fluorescina, 98

Difenilamina, 79, 80, 108

Digliceridios, 97

Dimetil Formamida, 27

Discos Foliares. 53, 61

Dissacarideos, 58, 165

DMSO, 173, 184

DNA, 77-80

DNA Gendmico, 14, 87-90
amostragem, 87
cuidados, 87
determinagdo, 89
extragdo, 87-90

D.0., 44, 45, 40, 58, 59, 62, 69, 79, 80, 82,
92, 161, 172

Dosséis, 117

DTT, 91, 163, 173

I

Lichinochloa utilis Ohwi et Yabuno, 111
EDTA, 47, 85,90, 101-102, 173
Efeito Peltier, 125
Elementos Marcados, ver Radiois6topos
Eletrodo Clark, 51, 156-158
calibrag¢do, 156
operacdo, 156-158
Eletroforese. 33-40, 82-85, 92, 173
com circulagdo. 34-35
corrente constante, 35, 83
cuidados, 33, 177
de capilaridade, 202
em gel de agarose-acrilamida, 92
em gel de amido. 177-182
em gel de poliacrilamida, ver PAGE

fonte e energia. 34, 35, 83, 84. 85, |11,

177
formador de gradientes, 37-38
voltagem constante, 35
Islvtrigia repens (L.) Beauv., 193
Endopeptidase, 178
Enolase, 178
Enzima Milica, 178
Enzimas, 27, 53, 56, 57, 159-182
atividade, 41
nomenclatura em portugués, 159, 162
solugdes, 57. 60, 184
Eritrécitos Bovinos, 38
Ervilbha, ver Piswmmn sativiun L.

Ischerichia coli, 38

Espacadores, 34

Espectrofotometria, 19-23, 69
brancos, 20, 21, 22, 41, 43, 44, 45, 40,

57.69, 80, 161, 164, 1606. 172
cuidados, 19
padrdes, 43, 44, 50, 57. 58, 79, 93, 161,
167

Espectrofotdmetro, 5, 19-23, 43, 56, 60, 68,
74, 89,92, 161, 164, 166
corrente no escuro, 20
modalidades, 20-22
mdoédulo de concentracdo, 22, 23
operagdo, 21-23

Espectrometria de Massa, 187

Espinafre, 174

Estatistica Experimental, 202

Esterase, 178

Ester Dietilico, 188

Estématos, 113, 114, 117, 118, 154

Estresse de Relaxamento, 138

Estresse Térmico. 91

Estufa, 3, 53, 61, 62,97, 98

Etanol, 12, 13, 34, 42, 49, 50, 51, 54, 55, 56,
58,061.77,78, 81, 88, 89, 90, 96, 97. 98,
109, 181, 182, 183, 184, 188, 189, 190

Etanolamina, 54, 98

Eter, 34, 54, 55, 68, 69, 906, 97

Etilenoglicol, 51

Eucalipto. {78

Evaporador Giratorio., 95, 188

I

FAD, 173

Fast Blue BB Salt, 181

Fe, 102, 103

Fe™, 73

Fe™ . 102

Fe(Cl..4H-0, 102

FeCl,, 80

FeEDTA, 101-102

Feijdo, ver Phaseolus vulgaris 1.
Feijdo Mungo. ver Vigna numgo L.
Fenol, 5, 51, 55, 56. 59, 60, 81, 82
Fenolftaleina, 44

Fenil Alanina, 52

Fe(OH)a 102

FeSO,.7H,0, 102
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FIA, 173, 174
Figura, 22, 26. 29, 30, 64, 70, 108, 120, 1206,
133, 134, 140, 152, 153, 174
Filtragdo, 34, 41, 42, 45, 46, 51, 56, 57, 01,
64, 68, 74. 91, 95, 96. 145, 159, 1061,
164, 167, 184, 188, 190
Fisiologia da Produgdo, 202
Fixac¢do de Nitrogénio, 203
Fluorescéncia, 20, 151, 156-158
Fluorografia, 39
Folin, 41, 44, 47, 163
Folha, 111, V13,117
Formaldeido, 37
Fornecedores, 207-210
Forno de Microondas, 3, 53, 85, 177
Forrageiras, 53, 165, 187
Fosfatase Acida. 159-162, 178
atividade, 161-162
cuidados. 159
purifica¢do, 159-1061
Fosfatase Alcalina, 178
Fosfato, 103, 108, 164
Fosfato de P-nitrofenila. 161
Fosfofrutoquinase, 178
Fosfoglicolato, 147
Fosfoglicose Isomerase, 62
Fosfolipidios, 95,97, 98
Fosfomanoisomerase, 178
Fosforilase, 38, [83
atividade, 184
Fotodecomposi¢do, 20
Fotodiodo, 157
Fotografia, 38, 70, 108. 182, 184
Fotbmetros, 22, 64
Fotoperiodo, 203
Fotorrespiragdo, 147-149
Fotossintese, 151-158. 147
ponto de compensagdo. 148
Fracionamento, 27, 33. 82,92, 97, 174, 183
Frutosanos, 53, 56. 57
Frutose. 57, 59, 61, 62, 184
Frutose-6-fosfato, 62
Fumarase, 178

G

Gaiola de Faraday, 113, 114
Galactolipidios, 95, 98
a-Galactosidase, 178

B-Galactosidase. 38, 178
GC/EM, 187, 193
Gel, 27, 33, 81, 83-85,92, 161, 168
de amido, 177-182
coloragao, 37. 39, 181-182
de concentragdo, 30, 168
de corrida, 34, 35, 36
de disco. 83-85
de poliacrilamida, ver PAGE
de vedagdo, 34, 36
fatiamento, 181
fixa¢do, 37, 182
preparagdo, 177-180
revelagdo, 37, 39
secagem, 38
Giberelinas, ver Hormoénios - GA
Gipsita, 188. 189
Girassol, ver Helianthns annus L.
Glicerol, 3, 36, 47, 182
Glicina, 36, 52, 147, 168, 179
Glicolato, 147
Glicolipidios, 97
Glicose, 53, 56, 58, 60, 61, 62, 63, 145, 1406,
167, 183, 184, 185
Glicose- |-fosfato. 183, 184
Glicose-6-fosfato Desidrogenase, 62. 178
B-Glucosidase
Glutamato Desidrogenase, 178
Glutamina, [71, 174
Gramineas. 53, 163, 165, 171
Grau de Saturagdo. ||
Gravidade Especifica, 10-1

H
"H. 193
H, 39

H-BO-.. 98, 101, 104, 179

HCI, 2. 14, 35, 42, 46, 57, 58, 78, 80. 103,
160, 168, 172, 173. 181, 191

Helianthns annns L., 130, 133

Hemiceluloses, 54

Hexacianoferrato de Potassio. 64

Hexoses. 59. 61, 62

Hexoquinase, 62

Hidrindantina, 51

Hidrélise, 46, 77,79, 92, 164, 166

Hidroponia, 101

Hidroxiprolina, 51
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Higrometro, 141, 155

Hipoxia, 203

Histidina. 52, |79

HJMOO;‘.I—IJO, 101

HNO;, 108

Hormoénios, 27, 165, 177, 187-194
ABA, 187, 188, 189, 190, 193
citocininas, 188
cuidados, 187
GA, 165, 187, 188, 190-191, 192
TIAA, 137, 187, 188, 189, 191, 193
purificagdo, 192-193

H:POx, 45, 46

HPLC, 25, 53, 63-64, 168

H-SO,. 12, 51, 53. 54, 55, 56, 57. 58, 59, 79,
80. 96, 98. 102, 108, 172. 188, 189, 190

[, 98, 165, 166
I.. 166, 168, 183
G, 174
Tnnmoblotting Protéico, 159, 173-174, 204
Intensicdade Luminosa, 62, 74, 75, [ | |
Instron, 138
Invertase, 60, 62
IRGA, 1406, 147, I51-155
calibragdo, 154, 155
cuidados, 155
microprocessador, 154-155
operagdo, 152-155
Isocitrato Desidrogenase, 178
Isoleucina, 52
Isopropanol. 82. 88, 97, 189
[sozimas, 177-182

K

K, 102, 103

K*. 47,113

KCI.7.81,91,92,95, 113,114, 115, 110,

138, 163
KH,PO,. 101, 104. 145, 166, 184
K-HPO,. 104, 173, 188, 19]
KI, 45, 166, 168, 183
Kjehldal, 41
Ky 168
KNOa. 101, 104, 172, 173, 181
KOH. 54, 59, 63, 78. 92, 96, 102, 103

K.SQO,, 101, 107, 115
Il

Laborat6rio, 3-8, 104, 126
- gerenciamento, 5-8
livro de anotagdes, 5
lixo, 5
normas. 3-8
seguranga, 3-4, 6, 39
Lactuca sativa L., 191
Lectinas, 204
Leguminosas, 53
Lei de Beer, 19,75
Lei de Lambert, 19
Lei dos Gases Perfeitos, 154
Leitora de Microplacas, 61, 62
Leucina, 50. 52
Leupeptina, 173
Lignina, 54
LiOH, 179
Lipidios, 42, 54, 55, 63, 78, 95-99
andlise qualitativa, 96
extragdo, 95, 96
isolamento, 95
ndo saponificados, 96
Lisimetro de Pesagem, 120-121
Lisina, 52
Luciferase, 145
Luciferina, 145
Lycopersicon esculentum Mill., 98, 101, 109,
178

M

Malato, 146, 181

Malato Desidrogenase, 178, 18]

Maltose, 105, 183

Mandioca, 58

Mangifera indica L., 70

Marcadores de Peso Molecular, 33, 34, 38,
168

Medicago sativa L., 53, 178, 183-184

Membrana Citoplasmatica, 91, 95. 113-116,
[27, 163-164

Mes6filo, 73

Metanol, 5, 37, 42, 45, 49, 67. 69, 78. 95. 96,
97,98, 187, 188, 191, 193

Metassuifato de Fenazina, 62
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Metilagdo, 193
Metionina. 52
Mg, 103, 107, 108
Mg*, 47
MgCl,, 78,81. 91,92, 107, 181
MgCO;, 68
ng(NO‘)g6HQO 101
MgSO,.7H-0, 101, 104, 163
Microeletrodos, 13, 114-115>116
preparo. | [4-115
puller, 114
Micromanipulador, |14, 139
Micrometro. 115, 139, 140, 141
Microplacas, 53, 60-63
cuidados, 62
Microprocessador, 117, 141, 154
Microscopia, I, 117
eletrénica. |

Microscépio. 107, 108, 113, 114, 116, 139

Microssonda. [ 11
Microtécnicas. |
Micrétomo, 61
Microvoltimetro, 125, 127
Milho, ver Zea miays L.
Miosina. 38

Mitocéndrios, 145-146
Modelos Matematicos, 204
Moédulo de Elasticidade, 135
Moinho, 61, 88

Molalidade, |1

Molaridade, 9

Monoésteres, 77
Monofosfatos, 77
Monogliceridios, 97
Mondémeros. 56
Movimentos Circadianos, 204
Movimentos Paraeliotropicos, 204
MnCl..4H-0, 101, 104
MoQOs, 104, 107

MSTFA, 193

MTT, 181

N

N. 41, 67, 103, 129, 130, 131, 151

N>, 54, 81,88, 91, 96, 109, 125, 127, 129,
132, 167, 193

Na*, 113

NaCl. 11, 13, 14, 54, 55. 78, 81, 87, 89. 174

NQQCO}, 44

NAD*, 171, 181

NADH, 145, 171, 172, 181

NADP", 62, 171

NADPH. 171

Na-EDTA, 84, 159, 163, 171, 172. 179

NaF, 184

Na.-FeEDTA. 102-103

NaHCO,, 181, 187

NaH.PQ,, 84, 85

Na-HPO,, 107, 145

N-(3-aminopropil)-morfolina. i 79

NaOAc, 51. 57, 60, 82, 88, 89

NaOH, |1, 14,37, 42, 43, 44, 45, 406, 47, 54,
55, 57, 60, 98, 102, 161, 164, 172. 179,
185

Na.PQ,, 108

Na-SO.. 12,96, 191, 192

N-butanol, 29, 34,51, 83

Neutronix, 173

NH.,", 41,98, 103, 171, 189

NH,CI. 108

N-hexano, 193

NH,;MgPQ,.6H-0. 107

(NH )sMo0;0,,.4H-0, 108, 164

NH,OAc, 14, 88, 90

NH.OH, 37,97, 103

(NH,).PO,, 108

NH,SO., (1, 12, 160. 167

Ninidrina. 51, 98, 109

Nitrato Cuprico. 51

Nitrato Redutase, 171-175, 181
atividade, 171, 173
cuidados, 171
inducdo. 171-172

NMR, 204

N-(1-naftiletilenodiamina, (72, 173

NO, 171, 172, 173-175

NO., 103, 108, 171, 172

Normalidade, 10, 44

Nucleos, 91

Nucleosideos. 77

Nucleotideos, 28,78, 79, 92

Numero de Avogadro, 9-10
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Nutrigdo Mineral, 101-105, 204
deficiéncias, 101, IQ3
microelementos, 101, 104

0

0., 73, 109, 129, 132, 145, 147, 148. 156
Octanol, 88, 89
Oligo-(dT)-celulose, 82
Orcinol. 80, 93
Osciloscépio, 115
Osmolalidade, 141
Osmolaridade, 10, 12
Osmoémetro, 109
de ponto de congelamento, 140

de pressdo de vapor. 128, 137, 140, 141

Ovalbumina, 38
Oxalato de Ambnio, 54
Oxalato Férrico, 73
Oxiluciferina, 145
Ozobnio, 204

l)

P, 103

PAGE, 5, 33, 35, 39, 81, 82-83, 84, 85, 92,

168, 174, 181
SDS-PAGE, 33-40, 82-83, 168, 177

PAR, I3

Parede Celular, 91
extensibilidade, 137, 138
relaxamento, 127, 137-138

Parti¢do, 25, 26

Pb, 56

PbOACc, 58, 98

Pectinas, 54

PEG, 167

Pentoses, 59

PEP, 181

PEP Carboxilase, 181

Perclorato de Magnésio, 155

Perclorato de Potéssio, 78

Percoll, 73

Permanganato de Potdssio, 98

Pernnutadores 16nicos. 28

Peroxidase, 178

Peréxido de Hidrogénio, 174

Pettnia, 178

Phaseolus vulgaris L., 104, 159, 178, 183

Photinus pyralis, 145

Pi, 145, 164

Pigmentos, 41, 42, 49, 55, 68-69. 188
Pinheiro, 178

Piruvato, 145, 146

Piswi sativin L., 50, 104, 137, 140, 178
Plausmodesmata, 113

PMS. 181

P-nitrofenol. 161

Poliacrilamida, ver PAGE ¢ SDS-PAGE
Polirribossomos, 91-93

andlise qualitativa, 92
andlise quantitativa, 92-93
extragdo, 91
fracionamento, 92

Polissacarideos, 54
Porémetro, 5. 117-123

calibragdo, 122-123
de difusdo dindmica, 117, 122-123
de estado estavel, 117, 121-122

Potencial Elétrico, 113
Potencial Hidrico (). 117, 125-143
Potencial I6nico, 113-116

camara experimental, [13-114, 115
determinagdo, 115

eletrénica, 115

experimentagdo, 116

Potencial Osmético (yy). 109, 125-143, 183
Potoémetro, 118-120

Problemas Frequientes, 39, 134

Prolina, 51, 52

Propanol, 173, 189

Proteases, |71, 173

Proteinas, 11, 27, 33, 34. 35, 41-48, 506, 78,

81, 83,91, 159, 161, 177

andlise quantitativa, 41-48

cuidados, 41

extragdo, 41-43

interferéncias, 46-47

método do biureto, 41, 45, 47

método de Bradford, 41, 42, 45, 40, 47,
167

método de Lowry, 34, 41, 42-44, 46, 47,
161, 163

PSA, 35, 39. 84, 85, 159
PSI, 73
Psicrometria de Termopar, 125-128

cuidados, 125
limitagdes, 126-127
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Psicrémetro de Termopar, 5, 109, 125-128,
141,155
calibragdo, 125
com guilhotina, 127-128
i sitn, 127, 142
isopiéstico. 126-127, 137, 141
operagdo, 127

PSII, 73, 151

Pt. 156, 157

Pulso de Calor, 1'11-112
cuidaclos. 111

PVPP, 181, 188, 191

Q

QAE, 28, 193

Quantum, 154

Quelato de Ferro, ver FeEDTA
Quelato de NH,", 103

R

Rabanete, ver Coclilearia armoracia

Radioimunoensaio, 204

Radioisétopos, 1, 3, 39, 187

Raio-X, 39

Raizes, 118, 171, 183

Reagdo de Hill. 73-75

Reagentes, 4, 5. 6, 43, 44, 45, 46, 50-51, 55,
58. 59-60, 79, 84, 85, 89, 91, 107, 108,
166, 172-173

Referéncias Bibliogréficas, 2, 8, 14, 17, 23,
31, 40, 47-48, 52, 64-65, 71, 75, 80, 85-
86. 90, 93, 98-99, 104-105, 109, 112,
L16, 123, 128, 135-136, 142-143, 146,
148-149, 158, 162, 164, 168-169, 175,
182, 185, 193-194, 199-206

Refluxo, 85, 96

Regressdo, 8, 38, 44, 45, 46, 50, 58-59, 62,
125,172

Reguladores do Crescimento, ver Horménios

Rela¢8es Hidricas, 125-143

Repolho, 178

Resisténcia, 114, 115, 116, 117, 118, 121

Respiracdo, 103, 145-146, 156

Reticulo Endoplasmatico, 91

Ry 30, 33, 38, 85,97, 188, 189

Rhodaminel3, 98

Ribose, 93

Ribossomos. 81

RNA. 9, 77-80, 89. 91
cuidados, 81
determinagio, 82
extragdo, 81-82
fracionamento, 82-82
mRNA, 82

RNAse. 91

RP-HPLC, 187, 191-192. 193

Rubisco, 147

RUBP, 147. 148

S

S, 102, 103

S, 39

Sacarose, 47. 56, 59, 60, 61, 62, 73. 84, 85,
91, 92,93, 95, 145, 146, 159, 163, [84.
191
gradiente, 92, 93, 102, 163-164

Salix pemtandra, 193

Sarcosil, 82

Scholander, ver Bomba de Pressio

SDS. 33, 34, 35, 46, 81, 82, 83, 84

Secador de Géis, 182

Semente, |11, 165, 166

Senescéncia, 205

Sephacdex, 28, 161, 193

Sepharose, 167, 174, 185

Seiva, 109, 111, 132, 133

Serina, 52, 98, 147

S1, 1, 195-197

Soja, 178

Solanm tuberosmn L., 184, (85

Solubilidade, 12

Solugdo Nutritiva, 101-105, 113, 118, 120,
171
cuidados, 101

Solugdes, 6,9-14
ajuste do pH, 28, 34, 41,51, 57, 60, 63,

78, 96, 102, 103, 191

concentragdes, 9-14
cuidados. 9
exercicios, 11
saturagdo, 11, 160

Solugdes-estoque, 10, 12, 34, 35-30, 44. 50,
60, 101, 103

Sonda de Pressdo, 137-143
amostragem, 140
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cuidados, 137

operagdo. 138-139
Sorghum bicolor L. Moench, 111
SP, 28
Succinato, 146
Sulfato, 103, 107
Sulfanilamida, 172, 173, 181
Sulfeto de Amdnio, 98
Sulfolipidios, 98
Superéxido Dismutase, 178

T

Tabaco, 178
Tabela, 20, 44, 45, 47, 52, 101, 103, 104,
119, 141, 160, 178, 179
Tabela Peri6dica, 211
Tampdes, 205
acetato, 51. 56, 57, 60, 63, 84, 161, 167,
168
Ca™-HEPES, 113,114
citrato, 62
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Violeta de Todonitrotetrazélio, 62
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Voltimetro, 121
Volume Apopléstico, 134
Volume Especifico, 11
Volume (Gasoso, 205
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Western blot, 33
X
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