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RESUMO

DELU FILHO, Nelson. Efeito do N-N0; sobre o crescimento e

atividade das enzimas de assimilacsio do nitrog&nio em plantas

Jovens de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.).
Lavras: UFLA, 1894. 87p. (Dissertacio - Mestrado em
Agronomia). !

Dentre os minerais essenciais, o N & aquele que se
apresenta em maiores niveis nos vegetais superiores, sendo
objeto de grande numero de estudos que visam esclarecer sua
participac3o no metabolismo das plantas. Entretanto, para a
seringueira, os trabalhos encontrados até o momento referem-se,
geralmente, & fertilizac®es quimicas em viveiros ou Arvores
adultas. Com o objetivo de verificar a rota de assimilacdo QO
N~N0;, assim como seu efeito sobre a producio e particionamento
de matéria seca, em plantas jovens de seringueira, foram
conduzidos trés experimentos.

No primeiro, estudou-se o efeito do fornecimento de

diferentes concentracdes de N—No; (0, 1, 2, 4, 8,<€§\ e 168 mM)

x Orientador: Luiz Edson Mota de Oliveira. Membros da Banca:

José Donizeti Alves e Anténio Alvaro Corsetti Purecino.
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sobre a producio, o particionamento de matéria seca e atividade
radicular da enzima redutase do nitrato (RN) em plantas de
seringueira com 7 meses de idade. As plantas foram cultivadas em

vasos plasticos de 3,0 L, contendo areia lavada como suporte de

cultivo, irrigadas com solu¢so nutritiva. Essa mesma metodologia
de cultivo foi empregada nos demais experimentos.
Os resultados mostraram uma influéncia crescente do N-N0;
sobre a producdo de matéria secsa (M.S5.) até a
concentracdo de 12 mM. Com relac3o ao particionmento da M.S.,
o N—N0; afetou mais significativamente a distribui¢io dentro
do sistema radicular, entre raizes laterais e principal, do
que entre a parte adéres e o sistema radiculark Por outro
lado, o diametro do caule e a altura das plantas nao
apresentaram diferencas significativas entre as diferentes
concentracdes de N-N0;, possivelmente pelo fato das plantas
terem sido cultivadas sob baixa inteﬁsidade de radiacdo
fotossinteticamente ativa, o que provoc&u um visivel
estiolamento das plantas, mascarando o efeito 'do N—N0; sobre
esses parametros. A atividade radicular da RN foi afetada
positivamente pelas concentracdes crescentes de N—N0; ate
12 mM, mas na concentrac3o de 16 mM o efeito do nitrato
sobre a atividade da enzima foi negativo.(kzdf&”ok)>~

No segundo experimento, procedeu-se a otimizacZo das
condicSes de ensaio in vivo da RN em plantas de seringueira

cultivadas com Q‘mﬁ de N-N0;. Inicialmente, foi constatdo que a

reducdo do nitrato in vivo ocorre apenas no sistema radicular de
plantas de seringueira. A otimizac%o foi realizada nesse érgéao
da planta através das variacdes no tempo de incubacio, na

concentracdo de nitrato, no pH e na temperatura do meio de
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foram conseguidas quando

incubagdo. As atividades maximas da RN

a reac¢do foi paralizada aos 60 minutos, com 100 mM de N—Nog, pH

entre 7,0"9“Zﬂ§mgwwggﬂlg_

[ R

No Gltimo experimento, plantas de seringreira foram

cultivadas a 0, 1 e 12 mM de N-NO, e divididas em l8minas

—_—

foliares e raizes e nestas partes foram realizados os ensaios

—

para detectar atividade das enzimas GS, GOGAT e GDH. Os

resultados indicam grande capacidade das 1laminas foliares enm
assimilar o NH: via GS/GOGAT e GDH, uma vez que essas enzimas

apresentaram niveis de atividade bastante baixos nas raizes:



SUMMARY

N—N0; EFFECTS 1IN GROWTH AND ACTIVITY OF THE NITROGEN
ASSIMILATION ENZYMES IN YOUNG RUBBER TREE (Hevea brasileinsis

Muell. Arg.)

Among the essential minerals, N is the one that occurs
in the highest levels in higher plants, and is target of a wide
number of work which aims to elucidate its participation in the
metabolism of plants. However for the rubber tree, the work
undertaken up to now refers, in general, to chemical
fertilizations in either nurseries or adult trees. In order to
verify the assimilation pathway of N-N0;, as well and its
effects upon both production and partitioning of dry matter, in
young rubber tree plants, these experiments were carried out.

In the first one, the effect of different N-NO_
concentrations (0, 1, 2, 4, 8, 12 and 18 mM) on the production
of dry matter and root activity of the enzyme nitrate reductase
(NR) was investigated in young rubber tree plants seven months

old. The plants were raised in plastic pots of 3,0 L, containing
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river sand as a growing support, watered daily with nutrient
solution and kept in growth room. The same methodology of
growing was employed in the other experiment. The results showed
a growth influence of the concentrations of N~N0; upon the dry
matter (DM) production up to the concentration of 12 mM. With
regard to the partitioning of the DM, N-NO; effected more
significatevely in the distribuition inside the root systenm,
than the aerial party. On the other hand, both the stem diameter
and plant height did not show any significant differences among
the concentrations of N-No;, possibly due to the strenght of
photosinthetically active radiation in the growth, which caused
a etiolation of the N—N0; upon these parameters. The root
activity oof NR was possitively effected by the increasing rates
of N—N0; up to 12 mM, but at the level of 16 mM, the effect of
nitrate on the activity of the enzyme was negative.

In the second experiment, the conditioon of the in
vivo trial of NR in the rubber tree plants growing in green
house and under nutrition solution containing 8 mM N—N0;. Was
optimized iniatially, the in vivo nitrate reductase was found
take place only in the root system of rubber tree plants. For
this organ, the activities of NR were reached when the reaction
was ceased at 60 minutes, with 100 mM of N-No;, pH between 7,0
and 7,5 and 30°C in the incubation medium.

In the last experiment, GS, GOGAT and GDH activities
were assayed for leaf blades and roots of plant raised under o,
1 and 12 mM N—N0; concentration. The results indicate high
capacity of assimilation of the ammonium in the rubber tree

leaves.



1 - INTRODUCAO

-

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) € uma
especie natural da Amazd®nia brasileirs € 0 seu cultivo comercial
vem encontrando desde ha alguns anos sérios problemas para se
expandir naquela regifo em funcido de constantes e severos
ataques do fungo Microeyelus ulei, causador do mal-sulamericano
das folhas (Cardoso, 1986; Chee e Holiday, 1888).

No Brasil, as regi®es consideradas de escape ao ataque
do fungo s3o aquelas dominadsas principalmente por solos sob
cerrado, que s3o altamente intemperizados, refletindo em baixa
fertilidade natural (EMBRAPA, 1875).

Dentre os minerais essenciails, o nitrogénio (N) €& o
que se encontra em maiores niveis nos vegetais, participando da
composi¢do quimica de diversas substancias fundamentais ao
metabolismo da planta, como clorofila, proteinas, fitorménios,
poliaminas, etc. As principais formas de N no solo, disponiveis
as plantas, s3o a nitrica e a amoniacal, embora a quantidade de
N disponivel no solo normalmente & pequena quando comparada com

a8 quantidade total, ou seja, préximo a 5% ou menos. 0 restante



do N se encontra em combinagdes organicas que néao sao
prontamente aproveitdveis pelos vegetais. A nutrig¢do nitrogenada
dos mesmos fica, ent3o, na dependéncia da transformacio do
N-orgénico para as formas minerais aproveitdveis, através do
processo de mineralizacdo. Nos solos sob cerrado, ou com

caracteristicas quimicas semelhantes, a forma mineral

—

predominante de N no solo ¢ a amoniacal, em funcio da inibicdo

do processo de nitrificac3o. Porém, em i iais, o

nivel de fertilidade do solo & melhorado através do emprego de

calcérlo e adubagdes corretlvas, que favorecem o desenvolv1mento

de bacterlas nltrlflcadoras, pr1n01pal grupo de microrganismos

mediadores da nitrificacio, ainda  que outros organismos

heterotréficos, como alguns ascomicetos do género Frankia,

também possuem essa capacidade (Haynes, 1986). Nessas condigdes,

————

s

ocorre uma predominincia da forma nltrlca no solo em relacdoc a

amonlacal, sendo portgnto, o nltrato a pr1n01pa1 forma de

N- mlneral adqu1r1do pelas culﬁnras.

Para a grande maioria das g§pécies cultivadas,
sobretudo aquelas de ciclo anual e de clima temperado, o
metabolismo de N, desde as formas preferenciais de absor¢ao, até
sua assimila¢sio e transporte dentro da planta, tem sido
satisfatoriamente estudado, o mesmo n3o ocorrendo para espécies
arboreas, onde os trabalhos nessa area sio raros. 0 estudo das

en21mas responséveisAﬁgglahra831m11a¢ao do N, _ggg‘“_ggggﬁx\p

caracterlzacao dos SlthS de atuacao das mesmas, recobre-se de

51gn1flcat1va importancia no estudo de especles que sao




introduzidas em regides diferentes daquela de sua origem, como

metodologia que possibilite avaliar o desempenho dessas plantas,
CoomTRomRCT ST POSsSabillte avaliar P1ANLtas,

especialmente quando se deseja avaliar comparativamente em

diferentes condigSes de ambiente. No caso particular da
pninied

seringueira, até o presente, nenhum trabalho foi encontrado
relacionando os efeitos do N sobre a atividade das enzimas
responsaveis pela sua assimilac3o.—

Este trabalho teve como objetivos estudar a influéncis
do N-N0; sobre o desenvolvimento de plantas Jjovens de
seringueira, identificar os sitios de reducdo e assimilagdo do
nitrato, determinar as condicSes Stimas de ensaio in vive da
redutase do nitrato (RN) e compara-las a outros resultados
obtidos em estudos semelhantes, além de avaliar as atividades
das enzimas sintetase da glutamina (GS), sintase do glutamato
dependente do NADH (NADH-GOGAT) e dependente da ferredoxina
(Fd-GOGAT) e desidrogenase do glutamato (GDH) em diferentes

partes da planta.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Efeito de diferentes concentracSes de nitrato no meio de

cultivo sobre a producio e particionamento de matéria seca

O nitrogénio pode ser encontrado no solo na forma
orgénica e mineral, com maior predominancia para a forma
organica. Com o processo de mineralizag3o, mediado por
microrganismos, formam-se aménio e nitrato, gque s3o formas
prontamente disponiveis para as plantas// Em condig3es de
anaerobiose do solo, por exemplo, o nitrito também pode vir a
acumular no solo, como produto intermediario do processo de
desnitrificac3o (Fernandes e Rossiello, 18985)

Os vegetais superiores adquirem o N mineral

basicamente como nitrato ou amonio, |sendo que o0 primeiro ¢ a

principal forma de N mineral nos solos cultivados (Clarke e

coooTEen toTme ge LT Te  Ee shePs  chLtlvados  (Llarke e

Barley, 1968), v;stg,guewoﬁN:HH:_pro eniente da decomposic®o da
—_— T '\‘———»‘_\__\

matéria orgénica ou adicionado a0 solo como fertilizante &

gradativamente convertido a N-N0; naqueles solos., Todavia, o



processo de nitrifica¢3 ¢ muito influenciado por condig8es
ambientais, como aerac3o e temperatura do soloc (Gasser, 1861),
inibidores da nitrifica¢®o (Silva, Rossiello e Fernandes, 1985)
e valores baixos de pH (Mello et al., 1988).

Por ocorrer predominantemente na solu¢®o do solo, o
nitrato esta sujeito a consideraveis perdas por lixiviacZc enm
solos que apresentam boa drenagem nas regides de alta
precipitagc@o. Por outro lado, em solos de drenagem deficiente,
podem ocorrer perdas pela produc¢Zo de gases de nitrogénio a
partir da desnitrificag¢3So. Alénm disso, o tipo de fertilizante
fornecido as plantas influencia nas propor¢8es de nitrato e
aménio a que as raizes ficarXo expostas. Quando isso ocorre, ha
uma preocupa¢io constante com o efeitq dessas duas formas de N
na nutri¢do e - crescimento das plantsas. Se cultivadas
exclusivamente em N-amoniacal, as plantas apresentam baixas
concentra¢g®es de Ca, Mg e K e altas concentra¢g@es de 4anions,
especialmente fosfato (Barker e Maynard, 1872; Shelp, 1987), o
que normalmente resulta em ‘menor producdo de biomassa. Além
desges efeitos, o N é o principal fator limitnte para a produgio
de biomassa em ecossistemas naturais, florestas ou cultivos
comerciais (Greenwood et al., 1991).

Diversos estudos tém demonstrado que o emprego de
N-amoniacal como Unica forma de N & prejudicial para o
crescimento de algumas espécies vegetais (Pill e Lambert, 1977;
Goyal, Lorenz e Huffaker, 1982). A adig¢Zo de nitrato, porén,

ameniza os efeitos inibitérios do aménio sobre o crescimento



(Goyal, Lorenz e Huffaker, 1982; Ota e Yamamoto, 1989). Em
algumas culturas, a combina¢io entre nitrato e amdénio
normalmente resulta em um maior crescimento vegetativo do que
quando apenas uma Unica forma de N ¢ utilizada (Edwards e
Horton, 1982; Hartman, Mills e Jones, 1886). Entretanto, algumas
epécies do género Vaccinium apresentam maior desenvolvimento
quando o aménio € fornecido em maiores propor¢®es que o nitrato
(Peterson, Stang e Dana, 1988; Rosen, Alan e Lubby, 1990).

Além desses efeitos, o N € o principal fator limitante
para a produc3o de biomassa em ecosistemas naturais, florestas
ou_cultivos comerciais (Greenwood et al., 1991).

Algumas espécies quando cultivadas em solugdo
nutritiva sob condi¢Bes controladas absorvem o nitrato mais
rapidamente que o aménio (Scherer e Mackown, 1987), enquanto
outras preferem o aménio (Fried et al, 1965; Edwards e Horton,
1982; Peterson, Stang e Dana, 1988; Serna et al., 1992). As
taxas de absor¢3o relativas de nitrato e aménio s3o
influenciadas pela concentragZo de N, pH e temperatura ( Fried
et al., 1965; Frota e Tucker, 1972; Warncke e Barber, 1873;
Gashaw e Mugwira , 1981; Hartman, Mills e Jones, 1986; Criddlle,
Ward e Huffaker, 1988). Em algumas espécies, a presenc¢a do
amonio no meio de cultivo pode inibir a absor¢doc do nitrato
(Fried et al., 1965; Breteler e Siegerist, 1984; Serna et al.,
1882).

O processo de absor¢®o do nitrato difere dos demais\

L
nutrientes pelo fato da absor¢Z0 nitrica ser induzida pelo(/



proprio ion (Jackson, Flesher e Hageman, 1973). Embora a
absor¢3o de nitrato e aménio seja mediada por transportadores, a
absor¢3o nitrica ocorre contra um gradiente de potencial
eletroquimico, ao passo que a absor¢3ao amoniacal ¢ menos
dependente de energia (Fernandes e Rossiello, 18985).

A nutricdo nitrogenada afeta de maneirs diferenciada
as espécies vegetais cultivadas. Por exemplo, o fornecimento de
N—No; em diferentes niveis para a alface (Huett e Dettmann,
1991), proporcionou maiores producdes de matéria seca total nos
niveis intermediirios, devido ao aumento de matéria seca da
parte aérea, uma vez que o sistema radicular e o caule nao
responderam ao N-N0;. Por outro lado, o cultivo de trigo enm
solucdo nutritiva apresentou maiores produ¢des de matéria seca
dos gridos e total quando N—N0; e N-NH: foram fornecidos
conjuntamente (Heberer e Below, 1989).

O crescimento vegetativo € normalmente mais responsivo
ao N em relag3o & producio econdémica das culturas, uma vez que
nessas a resposta ao N depende ainda do particionamento de
matéria seca entre as partes da planta (Huett e Dettmann, 1891).
Em trabalhos com tomates, foi verificado que o sumento na
produgdo de frutos estava correlacionada com altas taxas de
matéria seca dos frutos em relacdo a matéria seca total. (Huett,
1986). Para batatas Millard, Robinson e Mackie-Dawson (1889)
encontraram altas taxas de incremento na matéria seca do

tubérculo para plantas fertilizadas adequadamente.



- A distribuicio de matéria seca entre parte aérea e
sistema radicular também € bastante afetada pelo nivel e
proporcéoc de N-N0; e N—NH: a que as plantas est3oco submetidas.
Algumas espécies produzem satisfatoriamente apenas na presenga
de N:N0; (Goyal, Lorenz e Huffaker, 1982), enquanto outras
chegam a atingir producdes significativas somente quando o N-NH:
€ fornecido (Rosen, Allan e Lubby, 1990), embora a maioria das
espécies atinja as maiores producdes em sistemas que apresentam

N—N0; e N—NHi em niveis e propor¢cdes adequadas (Edwards e

Horton, 1982).

2.2 Otimizac80 das condi¢cSes de ensaio ip vivo da enzima

redutase do nitrato

A redutase do nitrato ¢ uma enzima de fundamental
importancia no metabolismo vegetal, pois media o primeiro passo
na conversio do N0;, que € a principal forma de N-inorgénico
presente nos solos cultivados, em N-orgénico para ser utilizado

posteriormente nos diversos processos metabdlicos. O nitrato

bpode induzir tanto a sintese da proteina RN, assim como a

[ ——

afividade da enzima (Beevers e Hggeman, 1968; Oaks et al., 1980;

Spmers et al., 1983). Alénm disso, a proteingﬂRN é conhecida por
apresentar um répido ngzgpver" (Aslan e Oaks, 1976; Beevers e
Haéeman, 1969). E tida como uggﬁ_g;oteina

citosdlica (Dalling,

— . -

Tolbert e Hageman, 1872), embora mais tarde, Butz e Jackson



S

(1877) propuseram que a RN localiza-se na membrana plasmatica,
atuando como o préprio carreador do No; para o interior da
célula.

Nos trabalhos em que foi adicionado N0; no meio de
cultivo, observou-se um aumento na atividade da enzima (Aslan e
Oaks, 1878; Beevers e Hageman, 1968) e na quantidade da proteina
RN (Somers et al., 1983) em tecidos de raizes e folhas. A rapida
perda da atividade da enzima observada ;;;;‘;“;;;;;;; do N0;,
poderia resultar da inativa¢¥o reversiva da enzima (Yamaya e
Ahira, 1978; Ayran, Bat e Wallace, 1983; Somers et al., 1983) ou
da degradag3o irreversivel da proteina RN (Wallace, 1973;
Yamaya, Solomonson e Oaks, 1880).

Ha alguns exemplos na literatura da regulacso da
atividade ou sintese da RN mediadas pelas diferentes formas de
N-orgédnico (Guerrero, Vega e Losada, 1980; Srivastava, 1880).
Segundo Oaks, Stulen e Boesel (1979), os aminoAcidos nZXo tém
efeito sobre a redu¢io in vivo do nitrato. Porém, Breteler e
Arnézis (18853), demonstraram que os aminoacidos exercem efeito
indireto sobre a atividade da enzima, possivelmente como
resultado da inibi¢Zo do processo de absorcXo ou transporte do
N0; nas plantas (Heimer e Filmer, 1971; Rufty et al., 1882). Hé
evidéncias de que outros compostos fornecidos pelas raizes, além
dos aminoaAcidos, possam influenciar na absor¢3o do nitrato (Duke
e Ham, 1976; Deane-Drummond e Clarckson, 1879; Rufty et al.,
1982).
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———> Os estudos relacionados com a assimilag¥o do nitrato
até o presente, tém privilegiado os tecidos foliares. Com esses
estudos foi possivel demonstrar a influéncia da luz, de forma
direta ou n%o, sobre a redugZo do nitrato (Srivastava, 1980;
Queiroz et al., 1993), bem como a existéncia de “pools"” n3o
metabdlicos de nitrato (Ferrari, Yorder e Filner, 1973), a
regulag3o da sintese da protefina RN por "“feed-back" (Jackson,

Kwik e Volk, 1978), a influéncia dos défices hidrico (Cairo,

e

1982) e gasoso (Pelacani, 1993) sobre a atividade da enzima.

Entretanto, em algumas espécies ficou comprovado que

as ralzes s3o um importante sitio de redugdo do N0; (Smirnoff,
—

Todd e Stewart, 1984; Alves, 1985; Quéiroz et al., 1983),

Sabe-se, porém, que existem diferengas entre o metabolismo das
raizes em relac3o as folhas, principal@ente quanto ao custo de
obtenc3o do poder redutor (Oaks e Hirel, 1985).

/WM -

N Diversos fatores do meio de incubacio afetam a
atividade enzimatica, como a concentragdo enddgena do substrato,
o pH e a tempgratura do meio de incubagFo, o tempo de reagZo,
entre outros.

Para algumas espécies, como a alfafs (Heuer e Plaut,
1878), cana-de-agtcar (Oliveira e Magalhﬁés, 1988) e cafe
(Meguro e MagalhZes, 1982), as condi¢Bes &timas para o enssio in
vivo jA foram determinadas. A atividade da RN in vivo sob

fondicBes otimizadas ¢ uma excelente caracteristica indicadora

do metabolismo geral da planta naquele momento.
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2.3 Enzimas de assimilac3o do ambnio

Nos vegetais superiores, a assimilag¢3o do nitrogénio
€ o segundo maior processo metabdlico, sendo superado somente
pela fixag3o fotossintética do COz, em virtude daquele nutriente
mineral ser encontrado nas plantas em maiores proporcdes.

Em plantas nZo noduladas, a aquisi¢®o de nitrogénio &
decorrente principalmente da absor¢%o do N0; pelas raizes,
sobretudo em cultivos comerciais onde as caracteristicas
quimicas do solo s3o melhoradas através da calagem e adubag¢Bes
corretivas. J& na c¢lula vegetal, o No; ,€, ent3o, reduzido a
nitrito e, em seguida, a aménio pelas enzimas redutase do
nitrato (RN) e redutase do nitrito (RN1), respectivamente. A
seguir, o aménio pode ser incorporado a aminoicido através da
ag3o conjunta das enzimas sintetase da glutamina (GS) e sintase
do glutamato (GOGAT). A redugXo e assimila¢3o podem ocorrer nas
raizes e/ou nas folhas, sendo que as propor¢des relativas entre
esses dois sitios variam com a espécie (Pate, 1980) e condigBes
ambientais (Costa, 1986). A anilise da seiva do xilems pode ser
um indicativo sobre o principal sitio de redugdo ou assimilag¢3o
do nitrogénio (Pate, 1973). Porém, essa proposi¢3o deve ser
vista com muito critério, uma vez que o N-orgénico originado do
“turnover” de proteinas nas rafizes poderi afetar tanto a espécie
quanto a concentracZo do composto nitrogenado translocadoc na
seiva do xilema (Jackson, Kwik e Volk, 1978). Existem algumas

espécies vegetais que produzem todo seu N-orgénico nas raizes
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(Lupinus spp), enquanto outras o fazem na parte aérea (Xanthium)
e um terceiro grupo que promovem a redu¢3o e a assimilaclo em
ambas as partes (Pate, 1880).

Ate 1873 era assumido que a principal rota de
assimilag3o do aménio em aminoAcido era catalizado pela enzima
desidrogenase do glutamato (GDH). Todavia, a descricZo das
propriedades biogquimicas da GS, particularmente sua alta
afinidade pelo aménio (em comparacXo com a GDH) (O°'Neal e Joy,
1974) e a localizag®o de uma substancial proporcZo dessa enzima

nos cloroplastos (Haystead, 1973; O°Neal e Joy, 1973) ou nos

plastideos das rafzes (Miflin, 1974), sugerem um grande

potenciaiAassimilatéfio dessa enzima. Isto foi reforgado pela
descoberta de Lea e Miflin (1874) de wuma rota alternativa na
produc3o de glutamato (GLU), através da detecg3o da atividade da
GOGAT em plantas superiores. Posteriormente, ficou demonstrado

claramente que a rota GS/GOGAT era a principal via de

assimila¢3o primaria do aménio (Miflin e Lea, 1978). -

A GS pode representar de 1 a 2% do total de proteinas
soldveis em ¢rg3os capazes de assimilar o NH: e sua atividade
aumenta drasticamente durante o desen&olvimento de nédulos em
raizes (Hungria, Eagleshan e Hardy, 1992) e em folhas estioladas
de arroz expostas A luz (Hirel e Gadal, 1882) e na presenga de
N0;. Todas essas alterag®es sZo atribuidas ao aparecimento

diferencial de iscenzimas (Lara et al., 1983; Cullimore e

Bennett, 1988).
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Nas folhas coexistem duas isoformas de GS, uma
citosélica (GS ) e outra cloroplastidica (GS,) (McNally e Hirel,
1983), sendo que a GS, compregnde a maior porg3o da GS foliar.
Recentemente, tem sid6 demonstrado existirem duas formas de GS
também nas rafzes, sendo uma plastidica (Vézima, Hope e Joy,
1987).

A GS cataliza}a conversdo do aminocdcido glutamato
(GLU) para a amida glutamina (GLN). Esta rea¢®o requer, além do
GLU e do aménio, ATP e um cation divalente como cofator. Quando
o Mg™? & o cofator, o km para o am®nio estd entre 10 e 50 uM
(Miflin, Wallsgrove e Lea, 1981).

ApSs ter sido produzida pela GS, a GLN pode ser
utilizada em um grande numero de eventos metabdlicos, doando seu
nitrogénio para a formac¥o de outrss compostos nitrogenados,
sendo juntamente com a aspargg}qg_ﬂ;wwg;gideos, 0s principais
compostos translocados nas plantas (Joy, 1988).

A GOGAT cataliza a transferéncia redutiva do
N-amidico da GLN para o 2-oxoglutarato, para formar GLU. Em
fung3o do poder redutor utilizado no processo catalitico, podem
ocorrer 3 formas distintas de GOGAT. Em folhas, a maior pore¢3o

da enzima encontra-se localizada nos cloroplastos, sendo a

S—

ferredoxina o principal redutor dsa reac3do, enquanto que a forma
dependente do NADPH,_ encontra-se em por¢des reduzidas
(Wallsgrove, Lea e Miflin, 1982). A terceira forma conhecida da

enzima estd presente nas cé¢lulas das raizes e utilizs o NADH

como poder redutor (Oaks e Hirel, 1985). —
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0 papel desempenhado pelo GOGAT ¢é de extrema
importancia, pois ela promove a ligac3o entre a assimilag¥o
primaria do nitrogénio e a sintese de aminocicidos. As duas
moléculas de GLU formadas resultam na producZo liquida de 1 GLU,
ja4 que a outra molécula de GLU poderéd retornar como substrato
para a GS (Joy, %?88). A ag3o combinada da GS/GOGAT tem sido
denominada de 05;10 do glutamato.

A producZo liquids de um G%U, entretanto, ¢ idéntica
a rea¢3o catalizada pelé GDH, ja que a incorporag3o de aménio a
aminodcido via GDH resulta na produc3o de uma molécula de GLU, a
partir de 2-oxoglutarato, aménio e NADH ou NADPH (extratos
purificados de rsizes de amendoim podem usar indistintamente os
dois redutores, segundo Pahlich e Joy, 1981). A GDH esta
localizada nas mitocéndrias de folhas e rafzes (Emes e 'Fowler,
1979; Miflin, 1874; Suzuki, Gadal e Oaks, 1881) e, possivelmente
associada & membrana mitocondrial rﬁyamaya, Oaks e Matsumoto,
1984). Nas folhas, uma forma depeﬁdente do NADPH ¢ encontrada
nos cloroplastos (Stewart et ;IT, 1980, citados por Oaks e
Hirel, 1985). A atividade da GDH & ainda controlada pela
presenga de Ca+z e NAdg (Oaks e Hirel, 18985). ConcentragSes
ideais dessas duas suEstAnoias parece promover um equilibrio na
atividade de aminac¢Xo da enzima, visto que ha evidéncias de que
ela possui atividade oxidativa do GLU (Miflin e Lea, 1977;
Miflin, Wallsgrove e Lea, 1881). Em um experimento com células

de raizes de cenoura, Robinson et al. (1991) usando



15

espectrOSCOPia.isﬂ-NMR, cromatografia gasosa e espectrometria de
massa em preparacdes in vivo, demostraram que a GDH & ativa na
oxidacdo do GLU mas n3c na aminacio redutiva do 2-oxoglutarato.
Por apresentar um Km relativamente alto para o
aménio, a GDH n%o poderia competir com a GS pelo cation
disponivel (Miflin e Lea, 1977). Porém, Pahlich e Gerlitz (1980)
encontraram um Km bifasico e dependente da concentrag3io de
aménio, o que sugere que o argumento anterior pode n3o ser
valido. Durante o processo fotorrespiratério, no qual duas
moléculas de glicina reagenm para formar uma molécula de serina,
produzindo também COz, aménio e NADH, a matriz mitocondrial
torna-se um ambiente com elevadas concentrac®es de aménio, o que
favorece a atividade da GDH (Yamaya, Oaks e Matsumoto, 1984).
Além disso, a mitocéndria compartimentaliza a GDH, permitindo,
assim, que ela possa competir com sucesso pelo aménio disponivel

com a GS.}

—



3. MATERIAIS E METODOS

Para alcangar os objetivos propostos foram realizados

3 experimentos. No primeiro, estudou-se a influéncia de

. diferentes concentracdes de N-N0; no meio de cultivo sobre o
crescimento e desenvolvimento de plantas Jjovens de seringueira.

- No segundo experimento, foram avaliados os efeitos de variacdes
no meio de incubacio (pH, temperatura e concentracao de
substrato), além do tempo de reacdo, sobre a atividade da RN. No
Gltimo experimento, foi estudado o efeito de trés diferentes
concentracdes de N-N0; sobre a atividade das enzimas GS, GOGAT e

GDH em diferentes partes da planta de seringueira.

3.1 Obtencao das plantas e sistema de cultiveo

Nos experimentos 1 e 3 as plantas wutilizadas foram

obtidas a partir de sementes ilegitimas do clone RRIM 600,
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coletadas em marco de 19983, ao passo que no experimento 2, as
sementes do clone RRIM 800 foram coletadas em marco de 1982. Nos
dois casos, as sementes foram germinadas em canteiros de areia e
protegidas contra radias&o solar direta por uma palhada de capinm
mantida a 30 cm de altura da superficie do canteiro, sendo
efetuadas trés irrigacdes diadrias. Ao atingirem o estadio de
"palito”, as plantulas foram agrupadas de acordo com a
uniformidade das raizes e da parte aérea. Nos experimentos 1 e
3, cada conjunto de 4 pléntulas foi transferido para vasos
plasticos de 3,0 L, enquanto no experimento 2, o ntmero de
plantas em cada vaso foi de 3.

Para o experimento 2, antes do transplantio das
plantulas, os vasos plasticos foram cheios com areia seca e nos
demais experimentos, optou-se pela utilizacio da areia Ymida,
sendo que em todas as situacdes, a areia havia sido 1lsvada enm
abundancia com 4gua de torneira e depois com agua deionizada. A
areia utilizada nos experimentos 1 e 3 foi lavada a fim de
retirar todo o nitrogénio. As analises para quantificaéio do
N-total na areia foram realizadas pelo método de micro-Kjheldal.

Apds o transplantio das mudas ter sido concluido, cada
vaso recebeu 1150 mL de solucfio nutritiva de Bolle-Jones (1857),
PH 6,5 e modificada. Sob cada vaso foi colocado um prato para
coletar um volume excedente de 400 mL de solucio nutritiva
previamente determinado em ensaio preliminar. Diariamente, o
volume dos pratos era completado com Agua destilada (experimento

2) ou agua deionizada (experimento 1 e 3). Ao final de cada



semana, antes de proceder a troca da soluc¢do nutritiva e apds a
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operasdo anterior ter sido concluida, os wvasos eram irrigados
com agua destilada (experimento 2) ou deionizada (experimentos 1
e 3) em abundincia, com o objetivo de evitar uma possivel
salinizacdo do meio de cultivo. Em todos os experimentos
realizados, a Unica forma de N fornecida as plantas de
seringueira foi a nitrica. No experimento 1 foram estudados os
niveis 0, 1, 2, 4, 8, 12 e 16 mM Nﬁﬂo;, enquanto no segundo
experimento as plantas foram cultivadas apenas no nivel 8 mM de
N—N0; e no Ultimo experimento foram estudados os niveis 0, 1 e
12 mM de N-NO_.

Os vasos dos experimentos 2 e 3 foram mantidos em
casa-de-vegetasdo durante todo o periodo experimental; e,
aquelas do experimento 1 ficaram nessas condi¢Ses até o inicio
do periodo frio (maio de 1983), qguando foram transferidos para
sala-de-crescimento com 27i3°C, B0 a BOX¥ de umidade relativa do
ar, fotoperiodo de 12 horas e radiacio fotossinteticamente ativa

(R.F.A.) de 300 mmol.m_z.sqi, determinada no dossel das plantas.
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3.2 AVALIACOES REALIZADAS

3.2.1: Experimento I: Efeitos de diferentes doses de nitrato no
meio de cultivo sobre a producsio e particionamento de

matéria seca em plantas jovens de seringueira.

3.2.1.1 Determinacso do pPH da areia

A determinacfo do pH da areia foi realizada segundo
metodologia de rotina empregada no Laboratério de Fertilidade do
Solo da Universidade ngeral de Lavras (UFLA). Apds a areia ter
sido lavada, tomou-se 5 amostras de 10 g cada e que foram
transferidas para Beckers de 40 mL contendo 25 mL de uma solugcdo
de CaClz 0,01 M. ApSs intensa agitas3o durante 5§ minutos, os
beckers foram colocados em repouso para decantac3o da areia e,
em seguida, procedeu-se a leitura do pH no sobrenadante.
Procedimento semelhante foi empregado ao final do experimento
para obtens¢&o do pH final, porém, nesse caso, foram realizadas

medicdes de pH em amostras de todos 0S vasos.

3.2.1.2 Parametros Biométricos

A cada 7 dias foram avaliados o didmetro e a altursas

(medidos em ralagio a superficie do vaso), o numero de fluxos de
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crescimento por planta e numero de folhas por fluxo de

crescimento.

3.2.1.3 Determinacio do N-total

Durante o experimento, amostras de dgua deionizada e
das solucdes nutritivas dos diferentes tratamentos foram

analisadas para quantificac3io do N-total pelo método de

micro-Kjheldal.

3.2.1.4 Determinacio da presenca de bactérias diazotréficas

Foi realizado também um ensaio para averiguar se
havia presenca de bactérias diazotréficas nas raizes de
seringueira. Para isso, 1 g de raizes laterais coletadas nos
diversos vasos de cada concentracio foram macerados em 4gua
deionizada com auxilio de um graal. O homogenato fol coletado e
apds ter sido diluido 1, 10, 100 e 1000 vezes foi aplicado uma
aliquota de 1 mL de cada diluicdo em frascos de vidros contendo
meios de cultura apropriados para crescimento de bactérias. Os

frascos foram mantidos em estufa a 27°C para crescimento das

bactérias.
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3.2.1.5 Atividade da redutase do nitrato

Ao final do experimento, foi realizado um ensaio in
vivo da Redutase do Nitrato (RN; E.C. 1.6.6.1) nas raizes das
plantas de seringueira, segundo os procedimentos metodolégicos

recomendados no item 3.2.2 deste trabalho.

3.2.1.6. Obtencao da matéria seca

Apds o ensaio da RN ter sido concluido, as plantas de
cada vaso foram divididas em caule mais peciolo, raizes
laterais, raiz principal e laminas foliares e, essas partes,
acondicionadas em sacos de papel e levados para estufa com

circulacio de ar a 70°C, até peso constante.

3.2.2: Experimento 2: Otimizac3o das condig¢Ses de ensaio in vivo

da enzima redutase do nitato em plantas Jovens de

seringueira

i

i
' Be2e2e1 Determinacso do sitio de reducfio do nitrato

De acordo com as sugestdes de Cairo, Oliveira e Deltd

Filho (1994), inicialmente as plantas foram separadas em caule,
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ralzes, laminas foliares e peciolos. Apdés fragmentac3o desses
tecidos tomou-se 500 mg de parte da planta sendo transferidos
para beckers de 20 mL contendo 5 mL de um meio formado por
tampZo fosfato de potéssio 0.1 M pH 7.5, 100 mM de ENO, e 5% de
n-propanol (v/v) e que foram levados, imediatamente, para
infiltra¢3o a vacuo durante 1 minuto por 2 vezes. Logo apés, os
beckers foram transferidos para banho-maria a 30°C, com agitagZo
no escuro. Aos 10 e 70 minutos foi retirada uma aliquota de 500
ML, adicionando-a a um meio de reasZo constituido por 1 mL de
sulfanilamida 1% (p/v) em HCl 1.5 N, 1 mL de N-2-naftil
etilenidiamino di-HC1l 0.02% (p/v) e 1.5 mlL de dgua destilada. A
quantidade de nitrito formada neste e nos demais ensaios foi
quantificada colorimetricamente através de leituras
especérofotométricas do meio de reas¥o realizadas a 540 nm e
comparadas contra uma curva padr3o para nitrito. A atividade da

RN foi expressa em mpmol de No;.g-qu.h-‘.

3.2.2.2 Otimizacso das condi¢Ges de ensaio in vivo da RN

Apds constatado que a reducdo in vivo do nitrato em

pPlantas Jjovens de seringueira ocorre apenas no sistema

radicular, a otimizacfo das condi¢cdes de ensaio foi realizada

— —

apenas naquela parte da planta, as quais foram otimizadas
variando-se a concentrasXo de nitrato no meio de\incubacﬁo de O,

2.5; 5, 10, 20, 25, 50, 100, 200 e 400 mM. Apés obter a
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concentrac3o ideal de substrato, variou-se o pH do meio de 0.5
unidade a partir de 3.5 até 9.0. Posteriormente, a varias®o no
tempo de rea¢3o foi estudada com a retirada de aliquotas nos
tempos de 0, 15, 30, 60, 120 e 180 minutos de permanéncia de
incubagc®o das amostras no banho-maria e, por dltimo, foi

determinada a temperatura ideal nos ensaios realizados a partir

de 10, 20, 30 e 40°C.

3.2.2.3 Ritmo circadiano da atividade Jjip vivo da RN

Finalmente, quando as condi¢Bes de ensaio jaA haviam
sido otimizadas, foi realizado um acompanhamento do ritmo
circadiano da atividade da RN nos seguintes horarios solares: 3,
6, 8, 12, 15, 18, 21 e 24 h. Esse ensaio foi realizado
igualmente nas folhas e rafzes para se verificar uma possivel
altera¢i no sitio de reduc®o do nitrato na planta de

seringueira ao longo do dia.

3.2.2.4 Atividade ip vitro da RN

Foi realizado, também, o ensaio in vitro da RN.
Pesou-se 1.0 g dos tecidos foliar e radicular, que foram
macerados em um grasl a temperatura de 4°C, em um volume de 4 mL

de meio tamponante, contendo 100 mM de KHZPO4, 2.5 mM de
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cisteina e 0,5% de Triton X-100 e, em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos. Logo apds, foram
retiradas aliquotas de 200 wL do extrato crd, que foi adicionado
a um meio de incubasXo contendo tampZo Tris HC1 PH 7.5 e 100 mM
de KNO,. Esse conjunto foi pré-incubado a 30°C durante 3 minutos
em banho-maria, no escuro e sob agita¢Zo e, na sequéncia, foi
adicionado 0,2 mM de NADH e novamente incubado durante 20
minutos, exceto para o branco que era levado para a Agua
fervente. Ao final desse tempo, as amostras também foram
transferidas para agua fervente. Logo apds, as amostras foram
resfriadas a 30°C e adicionado a cada uma, inclusive no branco,
0.2 nL de acetato de zinco 0,5 M e 0,2 mL de metassulfato de
fenazina (46 mg/L)), de acordo com a recomendacdo de Scholl,
Harper e Hageman (1974), deixando reagir por 20 minutos, ao qual
seguiu uma centrifugas®o a 1.000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. EntXo, 1 mL do sobrenadante eré coletado e
adicionado a 0,5 mL de sulfanilamida 1% (p/v) em HC1 1,5 N, 0,5
mlL de N-2-naftil etilenodiamino di-HC1 0.02% (p/v). Os
resultados foram obtidos a semelhanca para o ensaio in vivo

anteriormente descrito.

3.2.3: Experimento 3: Enzimas de assimilacSo do amBnio

A obtencio dos extratos e 0S ensaios enzimaticos

foram realizados de acordo com os procedimentos usados no
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Laboratério de Biologia Molecular do Centro Nacional de Pesquisa
de Milho e Sorgo (CNPMS/EMBRAPA), em Sete Lagoas, Minas Gerais,

como descrito a seguir.

3.2.3.1. Obtencso dos extratos enzimidticos

O material vegetal utilizado era composto de raizes
laterais previamente lavadas em dgua desmineralizada e 1laminas
foliares sem a nervura central, coletado as 8:00 h e
imediatamente envolvido em uma gase e colocado em N, liquido. Os
extratos brutos foram obtidos pela macerac®o de 1.0 g daqueles
tecidos, seguida de uma centrifugac®o refrigerada a 14.000 rpm
por 15 minuteos. A temperatura de todos os equipamentos e

solu¢Bes utilizadas durante a realizac3o dos ensaios foi mantida

a 4°¢C.

3.2.3.2 Extracdo e ensaio da sintetase da glutamina e da

desidrogenase do glutamato

0 extrato bruto enzimatico foi obtido por
homogeneiza¢Xo de tecido vegetal em 4 mL de um meio com a
seguinte composi¢¥o: tamp3o Tris-HCl1 0.1 M PH 7.5, 2 mM de
Ditiotreitol (DTT), 1 mM de Fluoreto de Fenilmetilsulfonil

(PMSF) e 10% (p/v) de Polivinilpolipirrolidona (PVPP). Apds
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centrifugacao, o sobrenadante (EXTRATO 1) foi acondicionado em
tubos de ensaio e mantidos em gelo.

Para o ensaio da Sintetase da Glutamina (GS; E.C.
6.3.1.2), a quantidade de 300 HL do EXTRATO 1 foi adicionada a
700 uL de um meio contendo tamp3o Tris-HC1 100 mM pH 7.5, 10 nmM
de 2-mercaptoetanol, 40 mM de MgsS0,.7H,0, 10 mM de NH_OHC1, 10
nM de ATP, 50 mM de glutamato, incubando-se a mistura durante 30
minutos a 30°C. A reac3o foi. paralizada pela adic¢Zo de 1.0 mL de
FeCl, 0.37 M. ApSs a centrifugasXZo a 3.000 rpm por 5 minutos, o
quelato Fe-L-glutamil-y-hidroxamato (GHA) (Ratajczack,
Ratajczack e Mazurowa, 1881) produzido, foi determinado
espectrofotometricamente a 540 nm. A atividade enzimatica foi
expressa em pmoles GHA. g * MF. min ',

O ensaio da Desidrogenase do Glutmato (GDH; E.C.
1.4.1.3) foi realizado tomando-se um volume de 50 1l do EXTRATO
1l para as amostras, sendo que para as folhas o EXTRATO 1 foi
previamente diluido 5 vezes no tampZo de extrag®o. Esse volume
foi adicionado a um meio contendo tampZo Tris-HC1 100 mM pH 7.8,
100 mM de (NH‘)2504, 10 mM de 2-oxoglutarato, 4 mM de CaCl,.
Todo esse conjunto foi pré-incubado por 3 minutos a 25°C e, ha
sequéncia, foi adicionado 0.1 mM de NADH e procedeu-se o
monitoramento da oxidag¢Zo do poder redutor durante 10 minutos a
340 nm. A atividade enzimatica foi expressa em Hmoles

GLU.g 'MF. min %,
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3.2.3.3 Extracso e ensaio da sintase do glutamato dependente da

ferredoxina (Fd-GOGAT) e dependente do NADH C NADH-GOGAT)

Esta enzima foi extrafida pela maceracdo dos tecidos
vegetais em um meio composto de 4 mL de tamp3o fosfato 0.5 M pH
7.5, 2 mM de DTT, 1 mM de PMSF, 10% de PYPP (p/v) e 1 mM de
dcido eilenodiaminotetrascético (EDTA). Apés centrifugas®o, o
sobrenadante foi coletado e acondicionado em tubos de ensaio
mantidos em gelo (Extrato crd). Para o ensaio da Fd-GOGAT, a
quantidade de 300 pL do extrato crd foi adicionado a 900 uL  de
um meio contendo tampio fosfato pH 7.5 0.5 M, 15 mM de
glutamina, 15 mM de 2-oxoglutarato, 4gua destilada e metil
viologénio (2 mg/mL). A mistura foi incubada por 2 minutos a
30°C e a reacdo foi iniciada com a adi¢Xo 300 uL da seguinte
mistura: 16 mg de Na S O, + 16 mg de NaHCO_, por mL de 4gua
destilada. A reag¢¥o foi paralizada por imersSo do tubo em Agua a
30°C por 2 minutos, seguida de imediata agita¢3o em vortex até o
desaparecimento da cor azul e posterior resfriamento em gelo
fundente, antes da centrifugac®o a 13.000 rpm durante 5 minutos,
retirando-se uma aliquota de 1 mL de cada amostra que foi
aplicada em coluna DOWEX 1 x 8X na forma acética. ApSs  lavagenm
da coluna com 15 mL de agua bidestilada, foram utilizados 7 nmL
de acido acético 300 mM para eluir o GLU que ficara retido a
coluna, sendo este volume coletado em tubos de vidro com tampa

rosqueavel, do qual foi retirado 1 mL para reag¢3o colorimétrica
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para determinac3o do aminoacido pelo método descrito por Yemm e
Cocking (1855).

Para o ensaio da NADH-GOGAT, 100 uwL do extrato cru
obtido de raizes foi adicionado a 800 uL de um meio contendo
tampdo fosfato pH 7,5 0,5 M, 15 mM de glutamina, 15 mM de
2-oxoglutarato, 10 mM RKCl e 20 mM de 2-f3-mercaptoetanol. Todo
esse conjunto foi pré-incubado por 3 minutos a 25°C e, na
sequéncia, foi adicionado 0,1 mM de NADH, seguido do
monitoramento da oxidacfio do poder redutor durante 10 minutos a
340 nm. A atividade enzimatica foi expressa em Hmoles

GLU.g *MF. min~%.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1: Experimento 1: Efeito de diferentes concentragdes de
nitrato no meio de cultivo sobre a producgio, o
particionamento de matéria seca e atividade radicular da

redutase do nitrato em plantas jovens de seringueira

4.1 .1. ProdugcSo e particionamento de matéria seca, crescimento

em altura e diametro

Analisando a Figura 1, nota-se que houve um estimulo
na producio de matéria seca da parte sérea de plantas jovens de
seringueira com o aumento da concentracdo de N-nitrato no meio
de cultivo até 8 mM, proporcionando, inclusive, producdes
significativamente diferentes entre as concentracdes de nitrato
estudados, exceto entre 8 e 12 mM. Entrétanto, quando as plantas
foram cultivadas em 16 mM de N-nitrato houve drastica reducdo na
producdo de matéria seca, atingindo valores entre os obtidos
para os niveis 1 e 2 mM. Esse ’padréo de comportamento

apresentado pela seringueira est4 de acordo com os de outras
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Figura 1: Producio de matéria seca da parte aérea (P.A.)
de plantas de seringueira cultivadas sob
diferentes concentracdes de N-nitrato. (As
letras comparam médias de 5 repeticdes pelo
teste de Tukey a 5%).
espécies, como feijdo (Guazzelli, 1988) e milho (Chan e
MacKenzie, 1872).

Em relagdo ao sistema radicular, verifica-se pela
analise da Figura 2, que houve uma tendéncia de maior producgio
de matéria seca na concentracsio de 4 mM de N-nitrato, embora a
produ¢do tenha sido estatisticamente igual as concentragdes 1 e
2, e nas concentra¢des superiores e inferiores a essa a
influéncia do &nion foi mais discreta. O efeito prejudicial dos
altas concentracdes de N-nitrato sobre a producido de matéria

seca do sistema radicular foi maior nas raizes laterais do que

na raiz principal, como pode ser observado no Quadro 1.
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Figura 2: Produc3o de matéria seca do sistema radicular
(S.R.) de plantas de seringueira cultivadas
sob diferentes concentra¢des de N-nitrato (As

- letras comparam médias de 5 repeticdes pelo
teste de Tukey a 5%).

A relagdo entre a matéria seca da parte asrea e a do
sistema radicular (PA/SR) também foi afetada significativamente
pelas concentracdes de N-nitrato (Figura 3). Entretanto, a
variacdo na relasdo PA/SR foi estatisticamente igual entre as
concentracdes de 0 a 4, 1, 2, 4 e 16 e entre 8 e 12 mM de N-NO_ .
Analisando o Quadro 2, percebe-se que os efeitos do N-nitrato,
estimulando ou inibindo a producso de matéria seca foram mais
intensos sobre a parte aérea do que no sistema radicular.

Desde o trabalho pioneiro de Crist e Stout (1829),
onde os autores trabalharam com diversas espécies herbaceas,

sabe-se que a raiz cresce mais em rela¢do a parte adrea quando
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Quadro 1: Efeito de diferentes concentracdes de nitrato no meio
de cultivo sobre a producio de matéria seca da raiz
principal e de raizes laterais em plantas jovens de

seringueira (média de 5 repetig¢des).

Concentracdes MATERIA SECA
de N-NO; RAIZ PRINCIPAL RAIZ LATERAL
mM (8> ¢:)
0 6,5 (72) 1,1 (54)
1 6,8 (75) 1,4 (70)
2 7,9 (88) 1,8 (89)
4 9,0 (100) 2,0 (100)
8 6,4 (72) 1,2 (58)
12 6,0 (67) 1,1 (54)
16 5,6 (B1) 0,8 (38)

OBS: Os numeros entre parénteses indicam a producdo de matéria

Seéca, expressa em porcentagem em relacdo ao maximo.

as plantas s3o cultivadas sob baixa disponibilidade de
nutrientes. Resultados semelhantes foram obtidos por Guazzelli
(1888) para trés cultivares de feijdo e por Oliveira et al.
(1888) para rabanete, cultivados em diferentes concentracdes de
N—N0;. De acordo com Wareing e Patrick (1975), o N e P sdo os
nutrientes que mais afetam a relacio PA/SR, havendo, entretanto,
respostas diferenciadas entre espécies e, em alguns casos, até
mesmo entre cultivares (Kuiper, 1983). Por exemplo, no trabalho

desenvolvido por Guazzelli (1988) com trés cultivares de feijao
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Figura 3: Relagio entre a producio de matéris seca da
parte a€érea e do sistema radicular em
plantas jovens de seringueira cultivadas sob
diferentes concentracdes de N-nitrato (As
letras comparam médias de 5 repeticdes pelo
teste de Tukey a 5%).

cultivadas em diferentes concentracdes de nitrato, observa-se
que, de maneira geral, n3o houve grandes diferencas na variagio
da relagdo PA/SR e que as maiores tendéncias de diferenciacdo
foram observadas apenas na auséncia do nitrato externo. Assim, o
baixo fornecimento de N, tanto para o feijio como para a
seringueira, parece favorecer o particionamento de matéria seca
para o sistema radicular. De maneirsa geral, esse tipo de
comportamento pode ser verificado também quando as plantas s3o
cultivadas sob outros estresses, como evidenciam Cascardo (1931)

e Cairo (1892) para estresse hidrico e Pelacani (1993) para
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Quadro 2: Efeito de diferentes concentracdes de nitrato no meio de
cultivo sobre a producdo de matéria seca da parte aérea

e do sistema radicular.

Concentracdes MATERIA SECA
de N—NO; PARTE AEREA SISTEMA RADICULAR
mM (g) (g)
1] 11,6 (39) 7,8 (69)
1 13,6 (46) 8,2 (74)
2 17,7 (60) 9,7 (88)
4 21,3 (72) 11,0 (100)
8 27,9 (84) 7,8 (869)
12 29,5 (100) 7,1 (65)
16 16,0 (54) 6,3 (57)

OBS: Os numeros entre parénteses indicam producio de matéria

Seca, expressa em porcentagem em relcio o maximo

estresse gasoso. Por outro lado, a baixa intensidade de R.F.A.
parece favorecer a distribuic3o de matéria seca para a P.A. enm
detrimento do S.R., como reportou Naves (1893) para trés
espécies florestais. Entretanto, acredita-se que a diferen¢a na
distribuicdo de matéria seca entre PA/SR nas plantas de
seringueira foi amenizada em fun¢ic da baixa intensidade de
R.F.A. na sala-de-crescimento.

Outro fato que chamou a atenc3o durante o periodo
experimental foi que as plantas apresentarem crescimento em

altura (Figura 4) e didmetro (Figura 5) bastante semelhantes,
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independente da concentragio de nitrato a que estavam
submetidas. A andlise estatistica dos dados ao final do
experimento, revelou que n3o houve influéncia das concentracdes
de N-nitrato sobre esses parimetros biométricos. Isto pode ter
como uma das provaveis causas o visivel estiolamento sofrido
pelas plantas de todos os tratamentos quando comparadas com
outras plantas de mesma idade e mantidas em casa-de-vegetacio,
em fun¢do da baixa intensidade de R.F.A. a que as plantas
estavam expostas (300 mmol RFA. m—z.s_z). Porém, apenas esse
fato n&8o foi considerado suficiente para explicar tal
crescimento das plantas, sobretudo nas concentracdes 0 e 1 mM de
N-N0;. Foi investigado ent3o, a possibilidade de contaminagao
das solusdes nutritivas utilizadas com N, através da andlise da
agua deionizada empregada no preparo das mesmas e também dos
sais utilizados. Analisando amostras de dgua deionizadas
retiradas diretamente no deionizador e das solucdes nutritivas
ficou constatado que a 4gua e os sais nio estavam contaminados.
Averigou-se se havia a presenca de bactérias diazotrdéficas no
sistema radicular das plantas cultivadas. Nesse ensaio, ficou
constatado existirem 3 espécies de bactérias diazotréficas
(Azospirilum braziliensis, A. lipoferum e Herbaspirilum
seropedicae) associadas as raizes de seringueira. Todavia, por
problemas metodoldgicos, n3o foi possivel determinar a real
contribuicdo dessas bactérias para a manutencio do sistema.
Analisando o Quadro 3, especificamente na linha referente a

concentraclo zero de N-N0;, verifica-se que houve um acumulo de

N nas plantas de seringueira acima do que seria possivel (44,32
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mg), caso ndo houvesse a fixagi3o do N atmosférico, mesmo
considerando-se que todo N das sementes tenha sido translocado
para a planta. Dai em diante, devido ao fornecimento semanal de
nitrato nas demais concentracdes, esse raciocinio nZo pode ser
seguido. Por outro 1lado, mesmo considerando que agqueles
microrganismos estavam fixando nitrogénio atmosférico, a
quantidade de N fixada era baixa, j4 que as plantas cultivadas
até 4 mM apresentavam claros sinais de deficiéncia do nutriente
(Figura 6). De acordo com Shorrocks (1979), o nivel ideal de N
nas folhas de seringueira ¢ de 2,9 a 3,5%.

Durante o experimento, através de observac®es visuais
e contagem do numero de folhas por fluxo de crescimento foi
verificado gue o numero de folhas no momento de cada fluxo ersa
praticamente o mesmo, independente do tratamento. Entretanto,
com o transcorrer da fase de maturac3o das folhas, as plantas
cultivadas nas concentrasdes inferiores a 8 mM de nitrato
descartavam algumas folhas, como resultado de senescéncia
prematura. O numero de folhas por fluxo de crescimento, ao final
do experimento, variou entre o minimo de 3 (concentracio 0 mM) e
0 maximo de 18 folhas (concentragcdes 8 e 12 mM). Apesar ds
reducido no numero de folhas por fluxo de crescimento, o nitrato
nao influenciou o numero de fluxos de crescimento por plantas,

atingindo na média, 4 fluxos.
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Figura 4: Crescimento em altura de plantas jovens de
seringueira cultivadas sob diferentes
concentracdes de N-nitrato.
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Figura 5: Crescimento em difmetro de plantas jovens de
seringueira cultivadas sob diferentes

concentracdes de nitrato.
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Quadro 3: Acumulo de N em plantas jovens de seringueira ao final

do periodo experimental

Concentracio Fontes de nitrogénio N acumulado
de'N—N0; (mg) nas plantas
Sementes Sol. Nutritiva(*) Total (mg)
o 44 L0 04,4 o 148,7 /
1 104,4 354,2 458,86 “w183,6
2 104,4 708,4 812,8 260,7
4 104,4 1418,8 1521,2 341,8
8 104,4 2833,6 2938,0 805,0
12 104,4 4250,4 4354,8 695,9 o
186 104,4 5667, 2 5771,6 447,5

(*):Quantidade de N-N0; fornecida durante todo o periodo

experimental.
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Figura B8: Concentragio de nitrogénio total em

caule, raizes e folhas de plantas jovens de
seringueira em fung¢io da concentracdo de
nitrato no meio de cultivo. (As letras
comparam medias de 5 repeticdes pelo teste
de Tukey).
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4.1.2 Atividade radicular da redutase do nitrato

Observa-se na Figura 7, que a atividade da RN em
plantas jovens de seringueira foi estimulada positivamente pelo
aumento na concentracdo de N-nitrato no meio de cultivo até 12
mM, sendo reduzida a seguir na concentracdio de 16 mM. Essa queda
pode ser devido ao acumulo nas raizes de aménio ou outros
compostos nitrogenados resultantes da absorcio do nitrato, que
podem inibir a sintese e/ou a atividade da RN (Lee e Stewért,
1878), Jja4 que o aménio demanda grande disponibilidade de
carboidratos para sua assimilaciio e consequente prevenc¢3o contra
intoxica¢do (Givan, 1979). Possivelmente, pelas condigdes de
cultivo das plantas, particularmente com relacio a baixa
radiagdo fotossinteticamente ativa a que as plantas estavam
submetidas, a producio 1liquida de compostos de carbono enm
quantidades suficientes para promover uma assimilacao
satisfatdéria do aménio tenha sido prejudicada, provocando
acuimulo desse cation no sistema radicular. Além disso, deve ser
considerado também que certos nutrientes minerais podem competir
com o nitrato pelos sitios de absorc¢do, como o K+, por eXemplo.
Por outro lado, o efeito positivo do nitrato sobre a atividade
da RN ¢ bastante relatado na literatura (Gebauer, Melzer e
Rehder, 1984; Lancelaan e Troelstra, 1992). A sintese e
atividade da RN s3o induzidas na presenca de nitrato (Beevers e
Hageman, 1869; Oaks et al., 1880; Somers et al., 1983). Assim, o
aumento na disponibilidade de nitrato para as plantas, num

primeiro momento, aumenta a sintese da proteina RN gque por sua
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Figura 7: Atividade radicular da redutase do nitrato
em plantas jovens de seringueira cultivadas
sob diferentes concentracdes de N-nitrato
(As letras comparam médias de 5 repeticdes
pelo teste de Tukey).

vez tem sua atividade estimulada pelo substrato, resultando, ao
final do processo de assimilacio, alta disponibilidade de
aminodcidos para a sintese dessa e de outras proteinas,
resultando em maior crescimento das plantas. Isso de fato foi
verificado nas plantas de seringueira nas concentracdes 8 e 12 mM

de N-nitrato (Quadro 2).
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4.1.3 Infludncia das concentracdes de N-N0; sobre o pH do meio

de cultivo

Analisando a Figura 8, nota-se uma variasio no pH
final do substrato de cultivo (areia) das plantas nos diferentes
niveis de nitrato estudados. Em comparasio com o pH inicial do
meio de cultivo (6.5) houve uma reducdo no pH final da areis,
independente da concentraciio de N-nitrato presente no meio de
cultivo. Essa queda, porém, foi mais acentuada nos niveis de 0 a
4 mM nitrato. Esses resultados s3c contrarios aos observados
normalmente na literatura, que indicam uma elevagdo do pH quando
as plantas s3o cultivadas na presenca de nitrato como fonte
exclusiva de N (Elsieve e Ullrich, 1975; Elsieve e Ullrich,
1977). Geralmente, a nutricio amoniacal requer uma extrusdo
liquida de prétons como forma de regular o pH interno das
células (Raven e Smith, 1880). Por outro lado, o nitrato pode
Ser armazenado mais facilmente no vactdolo, o que implica que nem
todo nitrato absorvido tenha necessariamente que ser reduzido a
ambnio. Este fato pode levar a ums consequente manutencido do pH
citoplasmatico, uma vez que durante o processo de redu¢io do
nitrato a amdnio € produzido também um OH  para cada molécula de
nitrato reduzida (Kirkby e Knight, 1977; Raven e Smith, 1978).

Em geral, a alcalinizac¢3io do meio de cultivo esta
associada com a absorcic e reducdio do nitrato nas plantas
(Elsieve e Ullrich, 1977; Thibaud e Grignon, 1981). A aparente
estequiometria de 1:1 entre efluxo de OH e absorcdo de nitrato

tem sido citado como evidéncia para a alcalinizac3io do meio de
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Figura 8: pH final do meio de cultivo dos vasos onde
foram cultivadas as plantas de seringueira
sob diferentes concentras®es de N-nitrato.
(As letras comparam médias de 5 repeticdes
pelo teste de Tukey a 1%).

cultivo frente ac fornecimento exclusivo de nitrato. Todavia, em
raizes danificadas de cevadsa (Deane-Drummond, 1982) e em células
de Chara corallina (Deanne-Drummond, 1984) tem sido verificado a
acidificacdo do meio durante a sbsorcfo nitrica. Eddy e Hopkins
(1885) evidenciaram que o influxo de nitrato est4 correlacionado
com o efluxo de préton na relagio 1N0;:2H+ e o balango de cargas
€ mantido pelo K*. Nesse caso, parece haver um mecanismo de

transporte simporte dos ions.
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4.2: Experimento II: Otimizacio das condi¢Ses de ensaio in vivo
da enzima redutase do nitrato em plantas jovens de

seringueira

4.2.1 Localizacso do sitio de redugcio do nitrato em seringueira

Os ensaios enzimdticos in vivo realizados nos caules.
peciolos. laminas foliares e raizes de plantas Jjovens de
seringueira apresentaram auséncia de atividade da RN nos
compartimentos da parte at¢rea, sendo que a redusd3o do nitrato
foi observada apenas no sistema radicular.

Alguns géneros da familia Ericaceae, como Vaccinium e
Rhododendron reduzem o nitrato quase que totalmente nas raizes
(Routley. 1972; Dirr, 1974). Trabalhando com Pinus nigra.
Martin, Chemardin e Gadal (1981) encontraram. resultados
semelhantes. Em uma revisXo realizada por Pate (1980), o autor
verificou que em muitos casos, a presensa de N-orgdnico na
composic3o da seiva do xilema, levou a crenca geral de que as
Plantas lenhosas reduziam o nitrato nas ral zes. Posteriormente.
diversos trabalhos evidenciaram a existéncia de um grande numero
de espécies lenhosas que reduziam o nitrato na parte aé¢rea.
Assim. a maioria das espécies da fami lia Ericacease., estudadas
por Routley (1972), revelaram que as folhas quando colocadas em
presenca de nitrato apresentavam uma rapida sintese da protefna
RN. Resultados semelhantes foram obtidos por Pizelle e Thiery
(1974) em plantas de Alnus glutinosa € por OStewart e Orebamjo

(1978) em Erytrina senegalensis. Em um estudo comparativo sobre
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a atividade iIn vivo da RN em 500 espécies florestais, Smirnoff,
Todd e Stewar (1984) verificaram que 73% dessas espécies
apresentavam atividade foliar da RN. evidenciando que a redus3o
do nitrato nas folhas ¢ de ocorréncia comum em espécies
lenhosas.

Do ponto de vista de adaptagZo ecoldgica. a reducio do
nitrato no sistema radicular pode representar uma vantagem, pois
sendo a seringueira wuma planta caducifélia. na <£poca de
reenfolhamento, o seu sistema de redus¥o do nitrato estaria
intacto para exercer tal fungZo, n3o ficando dependente da

retranslocacdo de N-organico de outras partes da planta.

4.2.2 Otimizacdo das condi¢des de ensaio in vivo da redutase do

nitrato

Analisando a Figura 9, pode se constatar que a
atividade da RN aumentou até¢ 100 mM de N0; no meio de incubag¢3o.
A partir dai, houve certa estabilizacio da atividade da RN,
atingindo o maximo a 400 mM, mas que foi estatisticamente igual
a 100 e 200 mM. O aumento na atividade da enzima ou na
concentragcao da proteina RN em fungZo da adicZo de N0; tem sido
relatado por outros autores (Beevers e Hageman, 1969; Aslan e
Oaks, 1976; Somers et al., 1983).

Contrariamente ao demonstrado por diversos autores,
ndo foi observado uma queda na atividade da enzima dentro dos
limites de concentragZo de substrato estudados. Para café

(Meguro e Magalh3Zes, 1982). cana-de-agUcar (Oliveirs e
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Figura 9: Efeito da concentrasdo de substrato (N0;)

sobre a atividade da redutase do nitrato em
ral zes de plantas jovens de seringueira. (Ae
letras comparam médias de 5 repeticdes pelo
teste de Tukey).

Magalhdes, 1989), trigo, cevada, milho. Gomphrena e Pisum
avenense (Jones e Sheard, 1976), concentrac®es de nitrato
superiores a 50 mM no meio de incubas3o induziram uma queda na
atividade da enzima, enquanto que em Curcubita pepo (Jones e
Sheard, 1976) e D. barbatum (Pereira Neto, 1992), a atividade da
RN foi afetada negativamente por concentrasSes salinas
superiores a 100 mM de N0;. Como essa queda nio foi verificada
pPara a seringueira, possivelmente essa espécie deve apresentar
algum mecanismo que 1lhe confira certa tolerancia a altas

concentrasdes de N-nitrato, talvez através da
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compartimentalizacio do &nion no vaciolo celular (Merlo et al..
1994) ou saturasdo dos sitios a nivel de membrana plasmatica da
células das raizes.

A auséncia de N0; no meio de incubag3o esta
relacionada a niveis de atividades enziméticas préximas a zero.
Considerando que a RN ¢ uma enzima cuja sintese e atividade s3o
induzidas pelo substrato. como sugerem Beevers e Hageman (1969).
conclui-se que a concentrag®o de nitrato no “"pool” metabdlico
nio foi suficiente para promover a ativagZo da enzima (Hallmark
e Huffaker., 1978). Comportamento semelhante foi observado para
outras espécies por Oliveira e MagalhZes (1989). Pereira-Neto
(1992) e Queiroz et al. (1993).

Os resultados apresentados na Figura 10, mostram que
as malores atividades da RN foram alcancadas na faixa de PH
entre 7.0 e 7,5, possibilitando o ensaio da enzima em quaisquer
valores intermediidrios dentro dessa faixa, n3o havendo diferenca
significativa na redusfo do nitrato in vivo dentro daqueles
limites. Para as anadlises subsequentes foi adotado o pPH 7.5 -
0.1. Assim como para a seringueira, a cana-de-agUcar (Oliveira e
MagalhZes, 1989), o café (Queiroz et al., 1993; Meguro e
MagalhZes. 1982) e Ficlhhornia crassipes (Wignarajah, 1890)
apresentam padrSes de comportamento semelhantes em relacZo ao PH
do meio de incubasZo. Entretanto, ensaios realizados nas folhas
de mandioca (Pereira e Splittstoesser, 1986) e soja (Streeter e
Bosler, 1972) apontam para um pH étimo de 6,5, enquanto que a
espécie Picea abies (Peuke e Tischner, 1991), o pH 4timo foi de

6,5 para as raizes e 5,5 para as folhas.
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Figura 10: Efeito do pH no meio de incubas3o sobre a
atividade in vivo da RN em railzes de plantas
jovens de seringueira. (As letras comparam
médias de 5 repeticdes pelo teste de Tukey).

Durante os ensaios in vivo, tem sido sugerido que o
PH externo tem pouco efeito sobre o pH citoplasmatico (Raven e
Smith, 1980) e que sua maior influéncia seria sobre a liberas3o
de nitrito pelas células vegetais. n3o afetando

significativamente a atividade da enzima (Prakash e Naik,

1982).

A atividade da RN nas raizes de seringueira aumentou
entre 10 e 30°C, caindo a seguir, com a elevac3dio da temperatura
do meio de incubagXo para 40°C (Figura 11). Por ser um processo
metabélico dependente de energia. a reduc®o na atividade da

N . (2]
enzima em temperaturas inferiores ou superiores a 30 C, pode
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Figura 11: Efeito da temperatura sobre a atividade in
vivo da RN em raizes de plantas jovens de
seringueira. (As letras comparam médias de 5
repeticdes pelo teste de Tukey a 1%).

estar relacionada com uma menor absor¢Zo de nitrato pela raizes,
causada por alteragdes na permeabilidade da membrana plasmdtica
(Hallmark e Huffaker, 1978).

Adicionalmente, em temperaturas elevadas, a queda na
atividade enzimdtica pode estar relacionada com alteragSes
fisico-quimicas na estabilidade da molécula, tornando-a inativa
(Oaks. Stulen e Boesel, 1979). Para as espécies estudadas por
Oliveira e MagalhZes (1989), Queiroz et al.(1991), Meguro e
Magalh3ies (1982) e Pereira-Neto (1992) também foram verificados
padrBes de comportamento semelhantes para a RN em relas3o a

temperatura. A baixa atividade da RN em plantas de seringueira
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para os ensaios in vivo realizados a 10°C sugere uma certa
sensibilidade dessa espécie a condicdes de temperaturas baixas.
Isso, de fato, tem sido observado através da paralizacfio quase
total do crescimento das plantas de seringueira gque se encontram
na area experimental do Departamento de Biologia da UFLA,
durante os meses de junho a agosto.

Em funcdo do aumento no tempo de incubac®o das
amostras (Figura 12), nota-se um aumento expressivo e linear na
atividade da RN até¢ 60 minutoe. A partir dos 60 minutos, os
aumentos verificados foram abruptamente reduzidos. Assim,
adotou-se o tempo de 60 minutos como ideal para maximizar a
producdo de nitrito pelas cé¢lulas. Segundo L°Vov e Safaraliev
(1988), recomenda-se nZo estender os ensaioe com a RN por mais
de uma hora. em virtude de possiveis alterac®es causadas no
citoplasma celular por condig¢Bes de anaerobiose, embora para a
seringueira parece nio ser o caso, uma vez que & atividade da RN

aumentou até 180 minutos de reagio.

4.2.3 Ritmo Circadiano da Atividade da Redutase do Nitrato

Plantas jovens de seringueira apresentaram acentuado
aumento na atividade da RN no sistema radicular nase pPrimeiras
horas do perfodo luminoso (Figura 13), acompanhada de uma certa
estabilidade na atividade enzimAtica, seguida de significativa
queda durante o periodo da tarde. No intervalo entre 15:00 e
0:00 h foram observados os menores niveis de produsdo de nitrito

in vivo pelas plantas. A partir dali , hA um aumento nas taxas de
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Figura 12: Efeito do tempo de reagcdo sobre a atividade
in vivo da RN em raizes de plantas Jjovens de
seringueira. (Letras comparam médias de b
repeticdes pelo teste de Tuckey).

redusd@o do nitrato, que se mantém até o inicio do periodo

luminoso.

O padrio de atividade e semelhante a0s ensaios

realizados em café por Alves, Cordeiro e Rena (1985) e Cordeiro

et al., 1984.

O baixo nivel de atividade da RN verificado a partir
das 15:00 hs pode ter sido consequéncia da retroinibic%o da

enzima causada pelo actmulo de amonio nas raf zes, consegquente da

redus¢do na translocacio dagquele cation para a parte aérea

provocada pela diminuic3io do fluxo transpiratério, decorrente do

fechamento estomAtico apresentado por rlantas Jjovens de
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seringueira, como evidencia Cascardo (1991). Por outro lado. nio
se pode desconsiderar que a absor¢ioc de nitrato durante as
primeiras horas do dia provoca uma redus®o na concentrag3o
daquele anion presente na regi%o da rizosfera, resultando em
menores taxas de influxo do nitrato para a c¢lula. Sendo a RN
uma enzima induzida pela presenca do substrato (Hageman e
Hucklesby. 1971), a redusZo na absorsZo do nitrato provoca uma
queda na atividade da enzima. Entretanto, os baixos niveis de
atividade observados durante a noite parecem estar relacionados
a uma driastica reduc3Eo na absor¢Zo do nitrato durante esse
periodo., chegando a niveis incapazes de promover uma ativagio da
enzima ( Carelli e Fahl, 1991) ou que a reducZo do nitrato <
limitada pela escassez de poder redutor, uma vez que a luz n3o
parece ser um requerimento absoluto para que tal fato ocorra
(Aslam, Huffaker e Rains, 1979; Aslam e Huffaker, 1982;
Claussen, 1986). Por outo lado, a manutencZo da atividade da RN,
ainda que em baixos niveis, evidencia a existéncia de um ‘"pool"”
nio metabdlico de nitrato, que seria liberado em circunstancias
nas quais o8 niveis daquele substrato seriam reduzidos no

citoplasma da c¢lula (Ferrari, Yoder e Filner 1973 ).

4.2.4 Atividade in vi tro da redutase do nitrato

Nos ensaios enzimiticos realizados in vitro nas
folhas e rafizes de plantas jovens de seringueira, nZo se
conseguiu atividade da enzima. Possivelmente por problemas

relacionados com a estabilidade da enzima, uma vez gue o meio de
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Figura 13: Ritmo circadiano da atividade da RN em
plantas jovens de seringueira. (As letras

comparam mé¢dias de 5 repetic®des pelo teste
de Tukey).

reagao apresentou a mesma intensidade de colorasio,
caracteri stica de atividade da RN, apenas para as amostras das
rai zes, resultante da produscio de No; enddgeno pela RN in vivo.
Além disso, o ensaio in vive realizado juntamente e nas mesmas
amostras de material vegetal que o ensaio in vitro apresentou
atividade da RN de 0,575 umol de NO, . h™.g'M.F nas raizes. Por
outro lado. utilizou-se a mesma metodologia do ensaio in vitro
em folhas de milho e crotaldria, que apresentaram atividade da
RN. Esses fatos reforcam a hipdtese de perda da capacidade
catalitica da RN, talvez durante o processo de extracio.

Sugere-se gque novos estudos sejam realizados, principalmente
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através de variacdes do meio extrator, a fim de elucidar o

problema ora encontrado.

4.2.5 An3dlise comparativa da otimizacso das condi¢Ses de ensaio

da RN em diversas espécies vegetais

O objetivo deste item € realizar uma revisio
bibliografica comparativa sobre os principais fatores que afetam
a atividade da RN em vArias espécies vegetais.

Ressalta-se que os dados apresentados no Quadro 3
referem-se aos valores otimos encontrados para oe fatores
estudados. Nos locais onde nio foram plotados nenhum resultado &
porgue aquele fator nio foi objetivo da otimizacdo por parte
do(s) autore(s).

Inicialmente, analisando a coluna referente a
temperatura do meio de incubacio. nota-se que 58.8% dos
trabalhos apresentam temperaturas &timas entre 30 e 35°C. Nesses
trabalhos, temperaturas superiores a essa faixa provocaram queda
na atividade enzimdtica. Outro fato interessante ¢ que, a
maioria das espécies que se engquadram nessa faixa s3o plantas
que apresentam rota C3 de fixac3o pPrimdria do carbono
atmostérico, com excec3o apenas da cultivar NA5635 de
cana-de-acuUcar (Oliveira e Magalhies, 1989). Os ensaios cujas
espécies apresentaram temperaturas Stimas préximas ou superiores
a 40°C sso geralmente plantas C,- Observa-se, também, que a
espécie Cajanus cajan apresenta valores contrastantes para a

temperatura do meio de incubacio em dois trabalhos realizados
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distintamente (Chopra, 1983; Pereira-Neto, 1992).

A otimiza¢so da concentrasio do tampfio utilizado no
meio de incubacdo foi objeto de estudo de apenas 3 trabalhos. Os
valores obtidos para mandioca. cevada e soja nio permitem que se
facam quaisquer inferéncias, pois trata-se de espécies com
caracteristicas bastante diferentes e os valores foram bastante
diferenciados.

O pH do meio de incubasio foi objeto de estudo de
grande parte dos trabalhos. A grande maioria das espécies
apresentam valores otimos de pH na faixa entre 7.0 e 8.0.
Entretanto, ensaios realizados nas folhas de mandioca (Pereira e
Splittstoesser, 1986) e soja (Streeter e Bosler, 1972) apontam
para PH Stimo de 6.5, enquanto que a espécie Picea abies (Peuke
e Tischener., 1991), o pH 4timo foi de 6.5 pPara as raizes e 5.5
para as folhas. Apesar do pH citoplasmitico estar préximo de
7.0-7.5. Raven e Smith (1980) sugeriram que ele € pouco
influenciado pelo pH externo.

Para a concentrasio de substrato, prraticamente 100%
das espéies apresentam uma concentracio otima de nitrato no meio
de incubagio na faixa de 50-100 mM. Para esse fator, apenas a
espécie Cajanus cajan apresentou como concentracdo oétima de
nitrato 30 mM, ficando abaixo da faixa encontrada para o
restante das espécies.

Do total de trabalhos pesquisados, seis apresentaram
estudos sobre a otimizacio do tempo de reasio. Desses, trés
indicam como tempo ideal 60 minutos de reas3o, enguanto os

demais variam entre 150 e 180 minutos.
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distintamente (Chopra, 1983; Pereira-Neto, 1992).

A otimiza¢so da concentrasio do tampio wutilizado no
meio de incubasio foi objeto de estudo de apenas 3 trabalhos. Os
valores obtidos para mandioca, cevada e soja nio permitem que se
facam quaisquer inferéncias, pois trata-se de especies com
caracteri sticas bastante diferentes e os valores foram bastante
diferenciados.

O pH do meio de incubasio foi objeto de estudo de
grande parte dos trabalhos. A grande maioria das espécies
apresentam valores 4timos de pH na faixa entre 7.0 e 8.0.
Entretanto, ensaios realizados nas folhas de mandioca (Pereira e
Splittstoesser, 1986) e soja (Streeter e Bosler, 1972) apontam
para pH Stimo de 6.5, enquanto que a espécie Picea abies (Peuke
e Tischener, 1991), o pH étimo foi de 6.5 para as ralzes e 5.5
para as folhas. Apesar do pH citoplasmatico estar préximo de
7.0-7.5, Raven e Smith (1980) sugeriram que ele ¢ pouco
influenciado pelo pH externo.

Para a concentracsio de substrato, prraticamente 100%
das espéies apresentam uma concentracio &tima de nitrato no meio
de incubacio na faixa de 50-100 mM. Para esse fator, apenas a
espécie Cajanus cajan apresentou como concentracdo &tima de
nitrato 30 mM, ficando abaixo da faixa encontrada para o
restante das espécies.

Do total de trabalhos pesquisados, seis apresentaram
estudos sobre a otimizac3io do tempo de reasiio. Desses, trés
indicam como tempo ideal 60 minutos de reas3o, engquanto os

demais variam entre 150 e 180 minutos.
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Em relagdo ao tipo e concentragio de 4alcool
empregado, quatro trabalhos utilizaram o n-propanol a 1% e um
trabalho utilizou isopropanol 5%. Possivelmente diferencas na
atividade bioldégica do tipo de alcool ni3o sejam significativas.
sendo mais importante nesse caso a concentracio na qual ele ¢é
empregado.

Pelo exposto anteriormente, sugere-se que para novos
ensaios em espécies cuja assimilacio primAria do nitrato ainda
ndo tenha sido investigada, um meio de incubacio constituido por
50 a 100 mM de KNOS, KHZPO‘ 100 mM, pH 7.5, tempo de reagdo de
80 minutos e temperatura de 30°C para espécies C, e 40° para

espécies C4.
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QUADRO 4: Resultados 6timos obtidos para o ensaio in vivo da Redutase do Nitrato em diversas espécies vegetais.
TEMPO~DE PARTE
ESPECIE TEMPERA- pPH REACAO KNO ALCooL DA TAMPAO AUTOR(ES)
TURA (°C) (minutos) | CaMd | (%) |pLanta| (M)
V. radiata 30 FOLHA
C. cajan 40 FOLHA
V. senensis 40 FOLHA
H. annus 40 FOLHA
S. indica 40 FOLHA CHOPRA, 1983
S. vulgare 35-40 FOLHA
Z. mays 45 - FOLHA
P. typhoides 50 FOLHA
M. esculenta 6,5 60 100 FOLHA - 0.1 PEREIRA e SPLITTSTOESSER,
1986
G. max 7.5 50 1 FOLHA NICHOLAS et al., 1976
Z. mays 50 0.1 FOLHA
P. avenense 50 0.5 FOLHA
T. aestivum S0 1.0 FOLHA - JONES e SHEARD, 1977 .
H. wvulgare 50 1.0 FOLHA
C. pepo 100 1.0 FOLHA
G. globosa - 50 0.5 FOLHA
G. max 6.2 90 FOLHA 0.5 STREETER e BOSLER, 1972
RAIZ -
C. cajan 32 8.0 180 200 FOLHA PEREIRA-NETO, 1992
O. barbatum 32 7.5 100 FOLHA
C. arabica 35 7.5 60 2.0 FOLHA QUEIROZ et al., 1991
RAIZ
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QUADRO 4: Continuagao
TEMPO_DE PARTE .
ESPECIE TEMPERA- pH REAGCAO KNO ALCcooL DA TAMPAO AUTOR(ES)
TURA (°C) (minutos) (mH% (%) PLANTA (M)
p. abies 6.5 RAIZ PEUSKE e TISCHENER, 1991
7.5 FOLHA
H. vulgare 45 FOLHA BENZIONI e HEIMER, 1977
H. vulgare 8.0 100 RAIZ 0.3 DEANE-DRUMMOND e CLARCKSON,
1979
H. vulgare 10 - RAIZ DEANE-DRUMMOND et al., 1980
Citrus 7.2 BAR-AKIVA e SAGIV, 1967
M. sativa 350 FOLHA HEUER e PLAUT, 1978
pP. phaseoloides 32-37 6.5 60 25 FOLHA PEREIRA-NETO et al., 1989
H. dulcis 30 7.5 60 25 FOLHA CAIRO et al., 1994
H. courbaril 30 .7 .5 60 100 FOLHA
T. serratifolia 30 7.5 60 100 FOLHA -
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4.3: Experimento III: Enzimas de assimilacio do amdnio
4.3.1 Sintetase da glutamina (G6S; E.C.6.3.1.2)

Analisando a Figura 14, nota-se que a atividade da GS
em plantas jovens de seringueira ocorre predominantemente nas
laminas foliares, uma vez que a atividade enzimstica nas raizes
atingiu niveis préximos a zero. Observa-se. ainda. que o nitrato
exerce um efeito positivo sobre a atividade da enzima. Estes
resultados estZo de acordo com aqueles obtidos em ervilha por
Vézima ‘e Langlois (1989). Hoezle et al. (1992) verificaram que a
indugdo na atividade da GS em P. vulgaris, P. sativum e G. max
ocorre indistintamente quando nitrato ou am®nio foram fornecidos
4s plantas. Purcino et al. (1992), trabalhandc com sete
cultivares de milho, encontraram efeito positivo do NOQ- sobre a
concentrag3do de GS1 e GSé. Por outro 1lado, Schimdt e Mohr
(1989), o efeito da luz, operando via fitocromo, parece ser o
principal fator de regulasZo no processo de sintese da GS,
enquanto que o efeito estimulatédrio do N0; ¢ muito pequeno
(Schimdt e Mohr, 1989; Seith et al., 1994).

As menores atividades da GS observadas nas folhas nas
concentragdes O e 1 mM de N—N0; podem ser resultantes do
fornecimento de pequenas concentragSes de NH: para a enzima,
como consequéncia da baixa atividade da RN no sistema radicular
nessas concentrag®es (Figura 15).

Por outro lado, Rhodes, Sims e Stewart (1978) sugerem

que a baixa atividade da GS nessas condic®es pode ser resultante
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Figura 14: Atividade da GS em funcZo da concentracdo de
NO, no meio de cultivo (letras mailsculas

comparam atividade da enzima entre raiz e

folha dentro de cada concentracioc e le t ras
mindsculas comparam atividade da enzima

entre diferentes concenntracdes de nitrato

Para uma mesma parte da planta).

de um processo regulatdrio que atua em condi¢Ses de baixo
fornecimento de C e/ou N para a planta, mantendo a enzima em sua
forma inativa, como alternativa Para conservag3io do ATP,
mantendo o C disponivel para outras rotas metabdlicas, como para
O pProcesso de absorc®o e reduc¥o de N0;, pois segundo Chaillou
et al. (1986), o fornecimento exclusivo daguele &nion para a
planta estimula a glicdlise, havendo portanto , aumento na
demanda de C metabolicamente disponivel. Outros estudos parecem

reforcar o conceito do Processo regulatdério da GS. Em
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Figura 15: Atividade da RN in vivo em funcio da
concentrasfo de NOa no meio de cultivo.

cotilédones de Lupinus, Ratajczak, Ratajczak e Mazurowa (1981),
observaram gque a atividade da GS foi inibida na presensa de
baixas concentrag®es de NH:. Porém, gquando foi fornecido
sacarose no meio, houve um aumento expressivo na atividade da

enzima.

4.3.2 Sintase do glutamato dependente do NADH CNADH-GOGAT; E.C.

1.4.1.14) e dependente da Ferrodoxina (Fd-GOGAT; E.C.

1.4.1.7D

Os resultados apresentados na Figura 16, evidenciam

que a atividade da Fd-GOGAT, pPresente nas laminas foliares, foi
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Figura 16: Atividade da GOGAT em fun¢Zo da concentrasio
de NO, no meio de cultivo (letras mailUsculas

comparam atividade da enzima entre raiz e
folha dentro de cada concentrasdo e letras
mindsculas comparam atividade da enzima
entre niveis de nitrato para uma mesma parte
da planta).

significativamente maior que a atividade da NADH-GOGAT, presente
nas raizes. Esses resultados, associados a atividade da GS
detectada apenas nas laminas foliares (tem 4.3.1), indicam que
em plantas Jjovens de seringueira. a assimilas3o do NH: via
GS/GOGAT ocorre quase gque integralmente na parte a¢rea. !

Verifica-se ainda, que a presenca do N0; no meio de
cultivo exerceu efeito positivo sobre a atividade da Fd-GOGAT,
nfo apresentando, todavia, efeito algum eobre a atividade da

NADH-GOGAT. Os resultados encontrados na literatura relacionados
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com o efeito do NO, sobre a atividade da GOGAT sXo
contraditérios. Trabalhando com plantulas de mostarda. Hecht et
al. (1988) verificaram que o N0; exerce influéncia positiva
sobre a sintese de nove e a ativagSo da NADH-GOGAT, n3o
apresentando qualguer efeito sobre a Fd-GOGAT. JA em nddulos de
alfafa, Groat e Vance (1981) notaram que o fornecimento
exclusivo de N0; para plantas noduladas inibia a atividade da
NADH-GOGAT. Segundo Rhodes, Sims e Stewart (1976), o
fornecimento de nitrato inibe a atividade da Fd-GOGAT em plantas
de Lemna minor, ao passo gue em plantas de cevada, aquele 4&nion
ndo apresenta nenhum efeito sobre a atividade da Fd-GOGAT
(Lewis, James e Hewitt, 1982).

0 fornecimento de NOa ou NH: aumentou
consideravelmente a atividade da NADH-GOGAT em milho (Singh e
Srivastava, 1986), sendo que o incremento foi mais pronunciado
quando se utilizou o nitrato. Esses autores constataram, ainda,
que a presenca de amdnio em concentrac®es iguais ou inferiores a
5 mM contribuiram para o aumento na atividade da enzima. Porém,
concentras®es superiores & essa promoviam uma queda na atividade
enzimdtica. Finalmente, concluiram que o N0; aumenta a atividade
da enzima pela indug3o da sua sintese de novo e pela protes3o
contra a degradasXo ou inativac¥o da molécula pela modulac¥o
fi sico-quimica.

A atividade da FAd-GOGAT no nivel O de N—Nogno meio de
cultivo pode ser considerada expressiva quando comparada com a

atividade da mesma enzima em outras espécies. Isso pode ser

explicado pelo fato da Fd-GOGAT seér uma enzima ativa no processo
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de reassimilagc®o do am®nio produzido durante a fotorrespirac3o
(Ogren, 1984) ou daguele derivado da degradas3o de compostos
nitrogenados (turnover) presente nas c¢lulas (Platt e Anthon,

1981).

4. 3.3 Desidrogenase do Glutamato CGDH; E.C. 1.4.1.3)

A andlise da Figura 17 mostra que a atividade da GDH
foi significativamente maior nas folhas do que nas ralzes de
plantas jovens de seringueira, 2 semelhanca do que ocorre com a
GS e Fd-GOGAT. Nota-se, ainda, que o N0; exerceu um efeito
positivo sobre a atividade da enzima na parte a®rea, nIZo tendo,
porém, provocado qualguer estimulo na atividade da enzima nos
ensaips realizados nos tecidos radiculares.

A exemplo da GOGAT, a resposta da GDH em fungcdo da
aplica¢io de nitrogénio (N0; ou NH:) parece n3o seguir um padr3o.
Em plantas noduladas de alfafa, Groat e Vance (1981) encontraram
um efeito negativo do fornecimento do No; sobre a atividade da
GDH nos ensaios realizados em extratos de raizes e nédulos. Por
outro lado. em plantas de trigo. Peeters e Van Laere (1992),
verificaram que a GDH foi induzida apds incubag3o com NH:. Esse
fato levou os autores a sugerirem que a GDH pode estar envolvida
na assimilag®o primdria do aménio, evitando com isso o seu
acumulo nas folhas (Camﬁaerts e Jacobs, 1985; Srivastava e Singh,
1987; Schele, Théringer e Tintemann, 1994).

Tem sido sugerido ainda, que a GDH possa atuar na

oxida¢Eo do glutamato (Miflin e Lea, 1977; Robinson et al.,
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Figura 17: Atividade da GDH em funsZo da concentrasZo
de NO8 no meio de cultivo (letras maiusculas

comparam atividade da enzima entre raiz e
folha dentro de cada concentracdo e letras
minusculas comparam atividade da enzima entre
diferentes concentrasdes de nitrato Para uma
mesma parte da planta).

1991). Porém, investiga¢Bes mais criteriosas utilizando elemento
marcado (N'°) tem demonstrado que a GDH pode atuar tanto na
assimilasZo do am®nio, produzido ou n¥o pela fotorrespiracio,
quanto na oxidasZo do glutamato em condic®es de estresse luminico
(Lauriere e Daussant, 1983) ou durante o processo de senescéncia
foliar (Cammaerts e Jacobs, 1985).

O fato de plantas jovens de seringueira apresentarem
grande capacidade de assimilacZo do am®nio nas folhas pode

representar uma vantagem, pois o aménio produzido durante o
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processo fotorespiratdrio tem a possibilidade de ser
reassimilado, reduzindo as perdas por volatilizacio para o meio
(Farguhar et al., 1980), uma vez gque isso nio ocorre quando as
enzimas responsdveis pela assimilacio do amdnio estido presentes

apenas no sistema radicular.



5 CONCLUSSES

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho,
conclui-se que, em plantas Jovens de seringueira, diferentes
concentracdes de nitrato levaram a umamaior producZo de matéria
seca (M.S5.) da parte aérea (P.A.) nas concentracdes 8 e 12 mM de
nitrato e do sistema radicular (S.R.) nas concentragcdes 1, 2 e 4
mM, ao passo que a relacfo entre o peso M.S. da P.A. e do S.R.
-atingiu os maiores valores entre as concentracdes 8 e 12. mM. O
nitrato provocou maior variacio na produ¢do de M.S. da P.A.
quando comparadas com a producdo de matéria seca do S.R., e a
producdo de M.S. das raizes 1laterais foi mais afetada pelas
concentragdes de nitggto que a M.S. da raiz principal.
Entretanto, diferentes concentracdes de nitrato n3c promoveram
diferencas significativas no crescimento do caule em didmetro e
altura nas plantas cultivadas. A atividade da RN foi afetada
positivamente pela presennca do nitrato ate a concentracdo de 12
mM. Em plantas jovens de seringueira essa enzima ¢ ativa apenas
no sistema radicular e atingiu maiores valores quando os ensaios

» foram realizados com 100 mM de nitrato, 30°C, PH 7,0 a 7,5
durante 60 minutos, apresentando ritmo circadiano
caracteristico. A seringueira € uma especie que apresenta grande
ca