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RESUMO

ALVES, Edna Maria. Reduc¢iio do nitrato, assimila¢io do aménio e
transporte do nitrogénio em plantas jovens de seringueira. Lavras:UFLA,
2001, 57p. (Dissertagdo — Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal)*

No presente trabalho buscou-se identificar as alteragdes ocorridas na
absor¢éio, assimilagio e transporte do nitrogénio em plantas jovens de
seringueira cultivadas em solugdo nutritiva contendo as formas de nitrato e/ou
amoénio. Foram avaliadas as atividades das enzimas redutase de nitrato, sintetase
da glutamina e sintase do glutamato e composigio da seiva do xilema. Os
experimentos foram conduzidos em sala de crescimento, em vasos plésticos
contendo 3 litros de areia lavada, nos quais foram adicionadas solugSes com
concentragdo de 8 mM de nitrato e/ou amédnio na proporg¢do de 0/0, 8/0, 4/4 e
0/8. Verificou-se o efeito positivo do nitrato sobre a enzima redutase do nitrato.
A presenga do nitrogénio promoveu alteragSes na atividade das enzimas
sintetase da glutamina e sintase do glutamato-NADH. Verificou-se também que
plantas de seringueira transportam ions de nitrato através do xilema. Glutamina e
asparagina foram os aminoacidos predominantes no xilema, independentemente
da fonte de nitrogénio utilizada no meio de cultivo.

*Guidance Comittee: Luiz Edson Mota de Oliveira - UFLA (Orientador); Nelson Delu
Filho - UFLA




INTRODUGAO

* A expansdio do cultivo de seringueira (Hevea brasiliensis) em regides
que apresentam condigfes edafoclimaticas desfavoraveis ao ataque do fungo
causador da doenga conhecida por mal das folhas (Microcyclus ulei, P. Hern v.
Arx), demonstrou que a heveicultura, considerada restrita as areas imidas da
Amazdnia, poderia se estender para regiGes com regime hidrico caracterizado
por um periodo seco definido e elevado déficit hidrico (Cunha et al., 2000).

Tal expansdo criou a necessidade de informagdes especificas quanto ao
comportamento da cultura nessas regides, desde aspectos relacionados com a
germinagdo de sementes até a produgdo do latex.

A maioria das pesquisas estd direcionada para a selegio de clones
resistentes a doengas € mais produtives. Poucos sdo os estudos disponiveis
quanto 3s alteragdes produzidas no metabolismo da planta em resposta a
variagdes ambientais e como tais alteragdes podem estar relacionadas com a
produgdo do latex.

Considerando a importincia do elemento nitrogénio para o crescimento
de plantas e produgdo de biomassa, muitos estudos tém sido realizados com o
objetivo de esclarecer os mecanismos de absor¢#o, assimilagdo e transporte.

As principais fontes de nitrogénio para as plantas sdo o N, atmosférico
ou nitrato do solo, liberado por meio da adig3o de fertilizantes ou degradagio da
matéria orgénica, os quais entram no metabolismo da planta pela fixagdo
simbidtica do nitrogénio e redugiio do nitrato, respectivamente. O NH,"
resultante € utilizado na biossintese de aminoacidos, proteinas e metabélitos
nitrogenados de baixo peso molecular.

A absorgio e o transporte variam pelo fato de o nitrogénio disponivel

encontrar-se na forma de nitrato ou aménio (Shelp, 1987; Flaig e Morh, 1992;




2 REFERENCIAL TEORICO

O nitrogénio representa um importante papel na agricultura por ser o
nutriente que freqilientemente mais limita o crescimento das plantas (Kozlowski
e Pallardy, 1996; Lea, 1997).

Em geral, a maioria das espécies absorve nitrogénio sob a forma de
nitrato ¢ amoénio, resultantes de processos de mineraliza¢iio do N orgénico no
solo. O NH," disponivel no solo, ou aquele resultante do processo de redugéo, é
utilizado na biossintese de aminoacidos que propiciam a manutengio do
crescimento.

Em plantas lenhosas, compostos nitrogenados representam um pequeno
percentual em relagdo ao peso seco. Entretanto, ainda assim, sdo importantes sob
o ponto de vista fisiologico, na composi¢do de proteinas estruturais, enzimas,
aminoacidos, além de moléculas do metabolismo secundario, tais como
alcaldides (Kozlowski e Pallardy, 1996).

As espécies leguminosas representam um grupo especial de plantas que
utilizam o nitrogénio reduzido por microorganismos que se encontram em
simbiose com o sistema radicular (Puiatti e Sodek, 1999).

A distribui¢do dos compostos biossintetizados, a exemplo dos compostos
nitrogenados, entre o sistema radicular e parte aérea de uma planta, ¢é
determinante para o seu crescimento e desenvolvimento, sendo dependente da
capacidade das células, tecidos e 6rgdos de produzir, exportar ou importar e
metabolizar o carbono e nitrogénio reduzidos (Druart et al., 2000).

Steingrobe e Schenk (1993), citados por Baptista, Fernandes ¢ Souza
(2000), observaram correlag@o positiva entre o incremento do influxo maximo
de N (Vmax) e o aumento do peso de matéria seca das raizes, em plantas de

alface, em fung@o do estadio de desenvolvimento.



Costa Netto (1997), avaliando o efeito da presenga de nitrogénio
exdgeno sobre a remobilizagio de reservas durante a germinagdo e
desenvolvimento inicial de plintulas de seringueira, verificou que o
fornecimento de nitrogénio niio favoreceu o aciimulo e distribui¢do de matéria
seca nos estadios de emiss@o de radicula, pata de aranha e palito. No estddio de
segundo langamento foliar o autor encontrou que o fornecimento de aménio
diminuiu a matéria seca total ¢ aumentou os valores de nitrogénio total nos
tecidos.

_ Utilizando plantas jovens de seringueira, Deld Filho (1994) verificou
uma maior produgdo de matéria seca da parte aérea e raizes em resposta a
maiores concentra¢des de nitrato, fornecido na solugéo nutritiva. Por outro lado,
quando foram utilizadas combinag¢Ges de 4/4 mM de nitrato ¢ aménio, Lemos
(1996) verificou que o acumulo e distribui¢@o de fitomassa foram favorecidos
quando comparados com plantas que receberam apenas nitrato.

Baptista, Fernandes e Souza (2000), testando os cultivares de arroz
agulha e bico ganga, observaram que a cultivar agulha apresentou maior
capacidade de absorgdo de amonio sob condi¢des de alta concentragéo de N na
solugdo nutritiva. A cultivar bico ganga apresentou aumento de matéria seca em
raizes e redug@o relativa do peso da parte aérea. Tal fato foi interpretado como
uma adapta¢do da planta a ambientes com escassez de nitrogénio, obrigando-a a
manter tecidos radiculares viaveis na tentativa de viabilizar o influxo de agua,

nitrogénio e outros nutrientes necessarios ao crescimento.
2.1 Absorcdo e assimila¢iio do nitrato

Apds absorgdo, o nitrato pode ser imediatamente reduzido e assimilado

com a produgdo de aminodacidos e ser armazenado nos vactiolos das células da



raiz ou transportado para folhas, onde podera ser reduzido ou ser armazenado
nos vactolos das células foliares (Atkins, 1990).

A redugdio do nitrato nas raizes e folhas é varidvel e depende da
concentragdo de nitrato externo, idade, desenvolvimento e espécies de plantas.
Em geral, 4 medida que a concentragio externa de nitrato aumenta, a propor¢io
que esse composto ¢ transportado para folhas também aumenta. Altas taxas de
redugdo de nitrato na raiz exigem fornecimento de esqueletos de carbono para
assimilagdo do amodnio. Logo, a taxa de respiragdo nestes tecidos deve ser
elevada (Lea, 1997).

Em plantas lenhosas e espécies de origem de clima temperado, a redugio
do nitrato ocorre, principalmente, nas raizes quando comparadas com espécies
herbaceas (Seith et al., 1994). O particionamento da assimilacdo de nitrato entre
raizes e parte aérea ¢ também dependente da disponibilidade de nitrogénio
exégeno. Contudo, em muitas plantas superiores, o nitrato é reduzido em maior
propor¢do nas folhas do que em raizes, em fungio da disponibilidade de poder
redutor, de energia e de esqueletos de carbono produzidos pela fotossintese
(Oaks, 1994; Druart et al., 2000; Harris et al., 2000).

A absorgdo do nitrato pelas raizes é um processo amplamente estudado,
porém as informagdes disponiveis sobre as propriedades envolvidas no processo
de transporte ndo sdo conclusivas (Lea, 1997).

Mead e Preston (1994) estudaram a distribuigdo e retranslocagio de N
em pinheiro durante um periodo de aproximadamente 8 anos, utilizando N
marcado sob a forma de °N- uréia, "NH,NO; e NH,'°NO;. Verificaram que a
disponibilidade e absorgio de NH, *NO, foi menor que a forma *N-uréia ou do
SNH,NO;. Em contraste ao N de outras fontes, 0 nitrogénio marcado na forma
de NH,'®NO; foi inicialmente translocado para folhas e, entdo, retranslocado

para as regioes proximas. Nitrato & reconhecido por ser ocasionalmente



absorvido e transportado para folhas antes da redugdo, enquanto NH," € primeiro
incorporado em amino4cidos nas raizes e entdo estocado ou transportado.

Apés sua absorgdo, o nitrato é reduzido a amonio, o qual ¢ assimilado
durante a biossintese de aminodcidos. Essa redug@o ocorre em dois estagios,
com o nitrito sendo o produto intermediario. As enzimas que catalisam as
reagles sdo a redutase de nitrato (RN) e redutase de nitrito (RNi), sendo
induzidas pelo nitrato e nitrito, respectivamente (Aslam e Huffaker, 1984;
Oaks,1994). A enzima redutase de nitrito catalisa a rea¢do que resulta na
produgdo de amonio e esta presente nas folhas e raizes, utilizando como poder
redutor a ferredoxina reduzida, diretamente das reagSes fotoquimicas da folha,
ou o NADPH gerado na rota das pentoses monofosfatadas.

As enzimas sintetase da glutamina (GS) e sintase do glutamato
(GOGAT) atuam como catalisadoras no ciclo do glutamato, no qual o glutamato
¢ tanto substrato como produto final. Glutamina e glutamato séo considerados

produtos primérios da assimilagdo do aménio (Pate et al., 1980).
2.1.1 Redutase do nitrato

A atividade da redutase de nitrato, assim como a de outras enzimas
envolvidas na assimilagio do nitrato, pode sofrer alteragdes durante o
desenvolvimento da planta ou 6rgéo. A localizagio intracelular de RN tem sido
aceita como enzima presente no citoplasma (Askerlund et al., 1991)

A estrutura bioquimica da RN ¢ atualmente bem conhecida. Em plantas
superiores, 2 RN dependente de NADH compreende duas subunidades idénticas
com 110 — 115 kDa. Os cofatores de redox FAD, citocromo b5 e cofator Mo
(CoMo), estdo ligados a cada mondémero na razio de 1:1:1. Os elétrons sdo
passados do NADH para o nitrato (Lea, 1997).



Em cevada, Aslam et al. (1992) identificaram trés sistemas diferentes na
absorc¢@o de nitrato pela raiz. Em altas concentragdes externas de nitrato, um
sistema de baixa afinidade operou com K, de 7 uM para nitrato e mostrou ser
constitutivo e ndo regulavel. Em baixa concentra¢iio externa, um sistema de alta
afinidade atuou com um K entre 15-34 pM, mostrando ser induzido pelo
nitrato.

O ritmo circadiano da atividade da RN foi verificado em diversos estudos
(Hageman e Flesher, 1961; Queiroz et al., 1993; Delt Filho et al., 1997).
Oscilagdes nos niveis de mRNA da RN, com valores mdximos no final do

periodo escuro, foram observadas por Galangau (1988).

2.1.2 Regulagio da redutase do nitrato

A atividade da RN ¢ induzida pela presenga de nitrato e luz (Hageman e
Flesher, 1960), demonstrada pela sintese de novo e atualmente confirmada por
meio da biologia molecular (Crawford, 1995). O suprimento do nitrato induz
aumento do mRNA da RN em varias espécies de plantas. Em raizes, a resposta é
répida enquanto nas folhas a resposta ocorre ap6s um curto periodo de tempo
(Melzer et al., 1989).

Virios estimulos ambientais e do préprio desenvolvimento da planta
regulam a assimilagdo de nitrato. Erskine et al. (1996), avaliando a utilizagéo do
nitrato por espécies arbéreas e arbustivas sob condigdes contrastantes de
disponibilidade de 4gua, verificaram que a enzima redutase de nitrato é
influenciada por variagSes ambientais. A redugio de sua atividade ¢
caracteristica de plantas estressadas e tem sido vista como uma adaptagio
bioquimica, limitando o actimulo do nitrito e aménio e, em termos gerais,

diminuindo o requerimento de carbono e energia em plantas sob severas
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condi¢Ses de estresse. Simultaneamente ocorre o acimulo de ions de nitrato, os
quais podem contribuir para ajustamento osmético.

Em plantas de chicéria expostas a luz, a atividade da redutase de nitrato
(ARN) aumentou cerca de dez vezes durante as trés primeiras horas. Isto
confirma observagSes anteriores, as quais sugeriam que ARN apresenta
alteragdes significativas poucas horas apds as plantas serem levadas a condigdo
de luz (Galangau et al., 1988; Druart et al., 2000).

Depois da luz, outros fatores também influenciam a expresséo da RN. A
maioria das plantas superiores expressa atividlade da RN em tecidos
fotossintéticos. Entretanto, algumas espécies, ndo leguminosas, variam
grandemente em seu particionamento de assimilagéo de nitrato, entre raizes e
parte aérea, conforme a idade das plantas (Andrews, 1986).

Hanisch Ten Cate e Breteler (1981) avaliaram o papel dos agticares na
utilizagdo de nitrato. Vincentz et al. (1993) propuseram que a adigéio de frutose,
glicose e sacarose em folhas de fumo, adaptadas ao escuro, é capaz de induzir a
expressdo da RN. Verificaram que a glutamina e o glutamato regularam
negativamente a atividade da enzima em baixa luminosidade.

Em chicdria, cultivadas em sala de crescimento, a atividade da RN foi
maior nas raizes da fase inicial de crescimento até aos 42 dias, confirmando que,
nesse periodo, as raizes sdo responsaveis pela maior assimilagdo de nitrato e
representa uma fonte de compostos nitrogenados. Contudo, apés tal periodo,
passou progressivamente a atuar como um dreno. Neste estigio do crescimento
vegetativo, a arginina, a qual é conhecida por acumular-se em raizes maduras,
esteve presente em pequenas quantidades. Em folhas, foi detectada maior
quantidade de serina do que em raiz, talvez devido a fotorrespiragio (Druart et
al., 2000).

Em plantas jovens de seringueira, Delt Filho (1994) observou que a

atividade da RN foi afetada positivamente pela presenga do nitrato até a



concentracio de 12 mM e ainda que a enzima é ativa apenas no sistema
radicular, apresentando um ritmo circadiano. De modo semelhante, Lemos
(1996), utilizando diferentes combinagdes de nitrato e aménio, como fonte de
nitrogénio em plantas jovens de seringueira, verificou que a atividade da RN
aumentou no tratamento em que foi utilizado apenas o nitrato e decresceu,
abruptamente, no tratamento com 6 mM/ 2mM de nitrato e aménio.

A atividade da RN pode ser modulada in vivo, como demonstrado por
Kaiser et al. (1991). A atividade da enzima declinou sob condigSes de baixa taxa
de assimilagdo de CO,, consequéncia da falta de C para biossintese. De modo
semelhante, uma rdpida queda na atividade da enzima foi determinada pela
transferéncia de plantas da luz para o escuro. Esses autores conseguiram também
demonstrar que a enzima pode ser inativada in virro na presenga de ATP e
Mg*"e, em seguida, reativada na presenga de AMP e Mg?*. Isto tem sugerido que
a atividade da RN em folhas pode ser regulada in vivo de modo similar a fosfato
sacarose sintase. A remog¢do de grupos fosfato pela fosfatase promoveria a
reativa¢io da RN (Huber et al., 1992).

Kaiser ¢ Huber (1994) e Kaiser et al. (1999) conseguiram demonstrar
que reagdes reversiveis de fosforilagfo e desfosforilagdo atuam no controle da
ARN. Tem sido sugerido ainda que uma proteina identificada como 14-3-3 é
capaz de se ligar diretamente a cations divalentes, os quais podem explicar que a
manuten¢do da forma inativa da RN fosforilada requer o cation a pH 7,5. Esta
ligagdo € possivel a alteragGes na conformagio da proteina produzida pelo cation
(Athwal et al., 2000).

Nesse sentido, alguns estudos tém sido realizados com o objetivo dz
eluc:dar as propriedades de regulagdo da redutase de nitrato. Kandlbinder et al.
(2000) verificaram mecanismos diferentes de regulagio da RN comparando
mamona e espinafre. A RN de folhas de espinafre € rapidamente inativada pela

fosforilagdo da serina e, na seqtiéncia, ocorre uma ligag@o da proteina 14-3-3 na
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presenga de cations divalentes (Kaiser et al., 1999). Entretanto, a atividade da
RN na presenga de Mg?* usualmente reflete atividade de defosforilagio de RN.
Na presenga de tamp3o contendo excesso de EDTA, todas as formas de NR sdo
ativas e a medida de sua atividade reflete o total de NR (NR max). O estado de
ativagdo é a razio entre a NRA x 100/ NR max. Esses autores sugerem que a RN
de mamona tem propriedades regulatérias diferentes do espinafre ou de outras
plantas, uma vez que esta ndo € ativada pela preincubagio com EDTA mais
AMP, nem inativada com ATP. Adicionalmente, 2 RN de mamona foi ainda
assim inativa em preparagdes purificadas e livres de proteinas 14-3-3. Dessa
forma, mesmo apresentando um sitio de liga¢dio da proteina 14-3-3 igualmente
com espinafre, a inibigdo da RN de mamona pelo Mg*? nio requer proteinas 14-
3-3.

As interagdes moleculares entre a RN, cations divalentes e a proteina 14-
3-3, foram verificadas, em tempo real, por meio de registros com ressonancia
magnética por Athwal et al. (2000). Eles consideraram ainda a possibilidade de
que variagGes no pH podem ser importantes em diferentes condigdes ambientais,
as quais podem alterar o pH citosélico, se os céitions divalentes nio estio em

condigGes de saturacio.

2.2 Enzimas de assimilacio do aménio

A produgdo do amdnio em plantas ocorre via fixagdo de nitrogénio e

redugdo de nitrato. Uma pequena quantidade pode também ser absorvida do

- solo, sob condi¢do dcida, particularmente por arvores. Estes processos sio

denominados de assimilagio primiria (Stewart et al., 1993; Kozlowski e
Pallardy, 1996).

No ciclo de assimilagdo do aménio operam as enzimas sintetase da

glutamina e sintase do glutamato (GS-GOGAT). A sintetase da glutamina
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catalisa a conversdo de glutamato em glutamina em uma rea¢io dependente de
ATP e um cation divalente como cofator. A enzima é uma proteina octamérica
com peso molecular de 350 a 400 kDa e tem alta afinidade por aménio ( K, 3-5
pM).

Inicialmenie, foi sugerido que havia duas isoformas da enzima GS em
plantas, uma localizada no citoplasma e outra no cloroplasto ou plastideo
(McNally e Hirel, 1983). Contudo, estudos recentes tém demonstrado que outras
formas de GS podem ser encontradas. Em feijao (Phaseolus vulgaris), pelo
menos quatro isoformas da GS foram identificadas, inclusive em radiculas de
plantulas em germinagdo e isoformas especificas para plantas noduladas
(Bemmett e Cullimore, 1989; Cock et al., 1991). Seith et al. (1994) encontraram a
GS citoplasmitica predominando em raizes de pinheiro.

A enzima sintase de glutamato catalisa a converséo de glutamina e 2-
oxoglutarato em duas moléculas de glutamato. As duas diferentes formas de
enzima estio presentes em plantas superiores, sendo que uma utiliza NADH
como fonte de poder redutor e outra, a ferredoxina (Seith et al., 1994). A enzima
dependente de ferredoxina é uma proteina monomérica com peso molecular de
140-160 kDa. Ela estd localizada em cloroplastos de folhas e sua atividade
aumenta durante o desenvolvimento da folha, sob condigdes de luz, resposta esta
que pode ser dependente do fitocromo. A atividade da enzima dependente de
NADH tem sido detectada em tecidos ndo verdes, a exemplo de raizes e
cotilédones. E um monémero de peso molecular entre 200-225 kDa (Lea, 1997).

A liberagdo de amodnio pode ocorrer também por meio da
descarboxilagdo da glicina e formagdo de serina na fotorrespiragdo; do
catabolismo de compostos de transporte a exemplo da asparagina, arginina e
ureideos; pela conversdo de cistationina em homocisteina na biossintese de

metionina e treonina em 2- oxoglutarato na biossintese de isoleucina e na
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conversio da fenilalanina em cinamato, durante a sintese de lignina, catalisada
pela enzima fenilalanina amoénio liase, com produgdo de aménio (Wink,1997).

As proteinas sdo freqilientemente hidrolisadas durante a germinagéo de
sementes ou durante a senescéncia foliar, liberando NH," para novas
biossinteses. O amonio pode ainda ser liberado pela atuagéo da desidrogenase do
glutamato (GDH), que pode atuar também na oxidagdo do glutamato, quando o
nivel de 2-oxoglutarato no ciclo dos acidos tricarboxilicos € baixo devido a falta
de carboidratos (Robinson et al., 1991).

A regulagdo da atividade da GS, de modo semelhante & RN, pode ser
induzida por diferentes estimulos externos ou fisiolégicos, dependendo do érgio
da planta ou da isoforma da GS (Pujade-Renaud et al.,, 1994). A luz, por
exemplo, produz um aumento no nivel d¢e mRNA da GS2 em folhas de ervilha,
fumo e tomate (Becker et al., 1992).

Em soja, Miao et al. (1991) sugeriram que o aumento de expressdo da
GS em nédulos € causado pelo amédnio gerado pela fixagio do nitrogénio.

Em ervilha, tal regulagio da expresséio génica nfio tem sido confirmada.
Contudo, as isoformas GS1, GS3A e GS3B sfo apresentadas como as formas
citosélicas e predominantes nas raizes, em nédulos e cotilédones.

Keys et al. (1978) calcularam que a taxa de produ¢3o de aménio durante
a fotorrespiragdo ¢ dez vezes maior que a de assimilagio do nitrato. Contudo, o
papel do aménio liberado pela fotorrespiragdo na regulagio da atividade da GS
ndo foi totalmente esclarecido.

Edwards et al. (1990) identificaram a expressdo do promotor GS3A
apenas em células do floema, indicando que ela tem um papel importante na
sintese de glutamina requerida no transporte de nitrogénio e é particularmente
importante em pléantulas e nédulos fixadores de N,.

A seringueira ¢ uma espécie que apresenta grande capacidade de
assimilagdo de aménio via GS/ GOGAT e GDH, em laminas foliares, conforme
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resultados obtidos por Delhi Filho et al. (1998). Lemos (1999) verificou que a
GS, em raizes de plantas jovens de seringueira, apresenta uma resposta positiva
ao fornecimento de nitrogénio, sob a forma de nitrato, na solug#o de cultivo Esse
resultado sugere ainda, que, nas raizes, a GS ¢ altamente dependente do aménio
produzido via assimilagdo da RN. Quando foi fornecida uma combinagéo de
6mM/2mM de nitrato e amonio, a atividade da GS decresceu, aumentando
progressivamente com a adi¢gdo de amdnio ao meio. Considerando a elevada
atividade da GS encontrada nessas plantas, o autor discute a possibilidade de
outras fontes de amédnio estarem disponiveis nas folhas, em especial o NH,’,
liberado através da fotorrespira¢do, como ja discutido por Lea (1997).

Costa Netto (1997), avaliando o efeito da presenga do nitrogénio
exogeno sobre a atividade das enzimas de assimilagio do aménio e
remobilizagdo de reservas durante a germinagdo e desenvolvimento inicial de
plantas de seringueira, verificou que o fornecimento de nitrogénio ndo favoreceu
o acumulo e distribui¢do de matéria seca nos estadios de emiss3o de radicula,
pata de aranha e palito. No estidio de segundo langamento foliar, aquele autor
encontrou que o fornecimento de amdnio diminuiu a matéria seca e aumentou os
valores de nitrogénio total, sendo que a GS nas raizes nﬁ_o apresentou resposta ao

fornecimento desse elemento.
23 Compostos nitrogenados transportados através do xilema

Apbs a redugio do NO," e assimilagio do NH," nas raizes, os compostos
~~nitrogenados s3o transportados, via xilema, para parte aérea. Dependendo das
condi¢Ses ambientais e concentragio externa de nitrato e aménio, os compostos

transportados sdo essencialmente aminoécidos.
Em condigdes de alta concentragio de NO;™ este pode ser transportado

para redugdo nas folhas em um grande mimero de espécies vegetais. O nitrato
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nao é encontrado livre no floema. Entretanto, a presenc¢a dessa molécula na seiva
de xilema pode indicar a absorg#o e transporte a partir do sistema radicular e é
caracteristico de plantas que assimilam nitrato em suas folhas (Schmidt e
Stewart, 1998).

Em geral, plantas formadoras de nédulos de fixagdo com
microorganismos transportam ureideos (McClure e Israel, 1979; Pate et al,,
1980; Atkins et al., 1983; Vitéria e Sodek, 1999).

Nio ha relatos na literatura sobre fixa¢do simbidtica em plantas de
seringueira. No entanto, Delu Filho (1994) encontrou trés espécies de bactérias
diazotréficas (Azospirulum braziliensis, A. lipoferum e Herbaspirilum
seropedicae) no sistema radicular de plantas cultivadas em areia, embora ndo
tenha sido possivel determinar a real contribui¢dio dessas bactérias para a
manutengdo do sistema.

Os compostos nitrogenados presentes no xilema podem indicar também
as fontes externas utilizadas de nitrogénio (Stewart et al., 1993; Erskine et al.,
1996; Schimdt e Stewart; 1998) e a reciclagem interna desse elemento. Com
exce¢do de plantas fixadoras de N,, pouco é conhecido sobre a capacidade de
arvores tropicais armazenarem proteinas ¢ de que forma o nitrogénio reciclado é
transportado. Nessas espécies ndo ha conhecimento dos mecanismos que possam
determinar relagdes de sazonalidade de nitrogénio. Provavelmente, outros sinais
além da luz e temperatura, podem ser responsaveis pela indu¢io do
armazenamento e mobiliza¢do de N nessas regides.

Asparagina e glutamina (Pate et al., 1980; Puiatti e Sodek, 1999)
parecem ser os compostos nitrogenados comumente transportados e sio
predominantes no xilema de raizes que reduzem o NO; e plantas que assimilam
NH," do solo.

A arginina € o maior constituinte de seiva de xilema em vérias espécies

de clima temperado durante o outono e inverno, sendo considerada eficiente no
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transporte e reserva de compostos nitrogenados em espécies lenhosas (Prima-
Dutra e Botton, 1998).

Schmidt e Stewart (1998) levantaram uma quest3o relevante no processo
de assimilagdo de nitrogénio: por que outras formas de compostos nitrogenados,
além da asparagina e glutamina, s3o transportadas, se ap6s o transporte sio
catabolizadas com liberagdo de NH;, a qual é subseqiientemente reassimilada em
glutamina? Eles sugerem que a baixa relagdo C:N da arginina e ureideos fazem
com que essas moléculas sejam mais efetivas no transporte de nitrogénio. Além
disso, a arginina ¢ mais solivel do que asparagina e glutamina.

A asparagina € um composto de reserva e transporte encontrado em
muitas espécies de plantas (Lea et al., 1978). O grupo amida da glutamina pode
ser transferido diretamente ao aspartato através da enzima sintetase de
asparagina, rea¢do esta dependente de ATP.

Asparagina e glutamina também representaram a maior fragdio de
aminoécidos transportados na seiva de xilema de cafeeiro (90%) e 37,5 % do
total de N. A asparagina, isoladamente, foi quatro vezes maior que a glutamina,
conforme resultados obtidos por Mazzafera e Gongalves (1999).

23.1 Influéncia das varia¢des ambientais

Os compostos nitrogenados transportados através do xilema indicam
também alteragGes ambientais e sua sazonalidade. Ha um grande interesse sobre
a influéncia das mudangas estacionais e¢ seus reflexos na concentragiio de
nitrogénio e outros constituintes de folhas e tecidos lenhosos, especialmente de
plantas perenes. Isso porque elas fornecem informagdes quanto as necessidades
durante todo o ano e o periodo mais indicado para as adubagSes (Kozlowski e
Pallardy, 1996). Assim, diversos estudos foram direcionados a fim de esclarecer

tais aspectos.
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Sellstedt e Atkins (1991) trabalhando com plantulas de 180 dias de
Casuarina cunninghamiana, C. equisetfolia e C. glauca inoculadas com dois
diferentes tipos de Frankia, analisaram os compostos nitrogenados transportados
em xilema. As anilises foram feitas em plantas noduladas e ndo noduladas de C.
glauca, com ou sem variag@o nos niveis de nitrogénio. Encontraram alteragSes
na composi¢do de amino compostos no xilema das trés espécies. A proporgéo de
asparagina diminui com o aumento na concentragio NOs™ em relagdo ao NH,',
tanto em plantas noduladas e nfo noduladas, enquanto a glutamina aumentou.
Isso indica, possivelmente, uma capacidade limitada para transferéncia da amida
da glutamina para asparagina, no aumento do suprimento do aménio no sistema
radicular. Plantas supridas com nitrogénio combinado (nitrato/amonio)
transportaram pequena parte do amédnio através do xilema, enquanto que, em
plantas nio supridas com a mesma fonte do elemento, os niveis de aménio foram
baixos.

Os aminos compostos transportados no xilema apresentam grande
especificidade. Ainda assim, asparagina, glutamina e citrulina predominam,
embora possam sofrer leves alteragdes dentro de uma populagio vegetal. Stewart
et al. (1993), estudando as caracteristicas da assimilagdo de nitrogénio
inorganico em uma sucesséo vegetal, encontraram, como regra geral, que plantas
herbaceas e ndo simbidticas apresentaram uma alta capacidade para reduzir o
nitrato. Enquanto isso, espécies lenhosas com algum tipo de associagdo com
micorrizas  exibiram pequena capacidade para fazé-lo. Assim sendo,
consideraram que espécies tardias no processo de colonizagao utilizam aménio
ou outra forma de nitrogénio orgénico mais do que nitrato.

Em um estudo comparativo das fragdes de nitrogénio em trés espécies
lenhosas do cerrado brasileiro, Causin e Bustamante (1996) verificaram que, em
folhas, os niveis de aminoacidos n3o sofreram grandes altera¢des durante o

crescimento. Contudo, niveis mais elevados foram identificados entre os meses
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de julho e setembro na espécie Miconia ferruginata, o que foi atribuido a
frutificagdo. Com o avango da estagdo seca houve redugdo nos niveis de nitrato
nas folhas e aumentou rapidamente apds a chuva, ou seja, a concentragdo de
nitrato das folhas foi resposta direta das condi¢des ambientais. Do mesmo modo,
a concentragdo de nitrato no xilema diminuiu no periodo seco.

Schmidt e Stewart (1998), avaliando o transporte, armazenamento ¢
mobilizagéo de nitrogénio em lenhosas de dreas secas e timidas da Austrilia,
encontraram no pico das estagfes secas, a arginina como principal composto
nitrogenado em seiva de xilema de espécies deciduas que na estagao chuvosa foi
alterada para amidas. Espécies sempre verdes, com suprimento adequado de
agua, transportaram amidas na estagdo seca. O nitrato correspondeu a 7% do
nitrogénio total no xilema de deciduas e 12% em espécies sempre verdes. Na
estac@o seca, este valor chegou a 22%. Sugeriram ainda que o N recentemente
assimilado é transportado principalmente como amida e nitrato. A arginina € a
forma na qual o N armazenado é remobilizado e transportado em espécies

caducifélias na estagdo seca.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtengdo e cultivo das plantas

As plantas de seringueira foram obtidas a partir de sementes ilegitimas
do clone RRIM 600, coletadas em margo de 2000, em um plantio comercial na
cidade de Tabapus, estado de Séo Paulo.

As sementes foram lavadas em agua destilada e colocadas para germinar
em bandejas plésticas, contendo areia lavada com dgua de tomeira durante trés
horas, seguida por uma lavagem em hipoclorito de sédio 0,5% (v/v) por 12
horas. Novamente, agua de torneira em abundancia, seguida por nova lavagem
em 4gua destilada por trés vezes.

As bandejas permaneceram nas salas de crescimento, com temperatura
de 27+/- 3°C, com 60% a 80 % de umidade relativa do ar, fotoperiodo de 12
horas e densidade de fluxo de fétons (DFF) de 300 mmol m? s, determinada a
uma distdncia de 80 cm das lampadas fluorescentes, correspondendo a
extremidade superior das bandejas.

Apés germinagdo, ao atingirem o estddio “palito”, as plantulas foram
retiradas das bandejas, selecionadas quanto & uniformidade de parte aérea e
raizes e transferidas para vasos plasticos com capacidade de trés litros, contendo
areia lavada sob as mesmas condigdes descritas acima.

As plantas foram mantidas com agua destilada até a implanta¢éo dos
tratamentos (Costa Netto, 1997).

Os tratamentos foram iniciados aos sessenta dias apés o transplantio
para os vasos, utilizando solu¢do nutritiva completa de Bolle-Jones (1957),
adaptada por Deli Filho (1994) e modificada por Lemos (1996), com

concentragdo de 8 mmol/L de nitrogénio na forma de nitrato e/ou aménio ¢ pH
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6,5. Em cada vaso foram adicionados 1150 mL da solugfio nutritiva, de forma
que houvesse um volume excedente de 400 ml, o qual era coletado em pratos
plasticos colocados sob os vasos. Diariamente, a solugdio dos pratos retomava
para o vaso, apds o volume ter sido completado com 4gua destilada. O pH foi
medido diariamente e ajustado para o valor 6,5, quando necessario. A troca da
solugdo nutritiva foi efetuada semanalmente (Deli-Filho,1994).

Foram instalados trés experimentos. No primeiro experimento
utilizaram-se trés plantas por vaso, com trés repeticdes e solugdio nutritiva
contendo 8 mmol/L de nitrogénio na forma de nitrato (Lemos et al.,1999) e cuja
composi¢lo ¢ apresentada na Tabela 1. Foram avaliadas as atividades das
enzimas redutase do nitrato, sintetase da glutamina, sintase do glutamato e
composi¢do da seiva do xilema nos tempos 0, 12, 24, 48, 72 ¢ 144 horas ap6s o
inicio dos tratamentos.

No segundo experimento foram utilizadas duas plantas por vaso, com
trés repetigdes e o nitrogénio fornecido sob a forma de nitrato e/ou aménio, na
concentragdo final de 8 mM de nitrogénio, nas seguintes propor¢des: Smmol/L
NOy’, 4 mmol/L NO;™ + 4mmol/L NH," e 8mmol/L NH," (Lemos et al., 1999).
Como controle foram consideradas as plantas cultivadas em soluggo nutritiva na
auséncia do nitrogénio (Tabela 1). Foram realizadas as mesmas analises, exceto
a quantificagdo do nitrato em seiva de xilema, sendo que as avaliagdes foram
efetuadas aos 6 e 45 dias apds o inicio dos tratamentos.

No terceiro experimento foram utilizadas plantas com um ano de idade,
cultivadas em viveiro, em sacolas contendo substrato composto por 70% de solo
€ 30% de esterco de curral peneirado que receberam adubag3o basica composta
por 1,0 kg de cloreto de potissio e 3,0 kg de super fosfato simples por m’ de
mistura, no plantio. As plantas foram retiradas das sacolas e as raizes lavadas em
4gua corrente em abundéncia. Foram colocadas duas plantas por vaso plastico,

em um volume de 8L de solugdo nutritiva (Tabela 1) contendo o nitrogénio
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fornecido sob a forma de nitrato e /ou aménio, com concentragdo final de 8
mmol/L de N, nas seguintes proporg¢des: 8mmol/L NOj’, 4 mmol/L NO;5 +
4mmol/L NH. e 8 mmol/L NH,". Ao final de sete dias foi coletado o exsudato

do xilema e nestas amostras quantificados apenas aminoacidos.

3.2 Determinacio do pH e N total da areia utilizada

O pH da solugdo da areia utilizada durante o experimento foi
determinado segundo a metodologia descrita por Delu Filho (1994). Tomaram-
se cinco amostras de 10 g cada, que foram transferidas para beckers de 40 mL
contendo 25 mL de uma solu¢do de CaCl, 0,01 mol/L. Apds agitacdo por cinco
minutos, os beckers foram colocados em repouso para decantagdo da areia e a
leitura do pH efetuada no sobrenadante.

O teor de nitrogénio na areia utilizada foi determinado por meio da

quantificagio do elemento utilizando-se 0 método de micro-Kjhedal.



Tabela 1. Composigdo das solugdes nutritivas (Lemos, 1996).

Solucio
Sal estoque Propor¢io de nitrato e aménio
(mol.L™) (m mol.L'™")
0/0 8/0 4/4 0/8
Volume da solugio estoque (mlLL™)
Ca(NO;), 0,50 - 6,0 - -
KNO; 0,50 - 4,0 - -
(NH,),S0,4 0,50 - - 8,0 -
(NH,),(HPO,) 0,50 - = - 2,0
CaSO, 0,01 150 - 100 150
KClI 0,50 2,0 - - 4,0
MgSO0, 0,50 2.5 5,0 25 2,0
NaH,PO, 0,50 2,0 2,0 2,0 -
K,;SO, 0,50 2,0 1,0 3,0 1,0
CaCl, 0,50 - 1,0 -
Na,S0, 0,50 - - - 1,0
Solu¢ao de micronutrientes
(m mol.L™)
H;BO; 25,00 1,0 1,0 1,0 1.0
CuSO, 0,50 1,0 1,0 1,0 1,0
Fe-EDTA 20,00 1,0 1,0 1,0 1,0
H,Mo0, 0,50 1,0 1,0 1,0 1,0
MnSO, 2,00 1,0 1,0 1,0 1,0
ZnSO, 2,00 1,0 1,0 1,0 1,0
Elemento Concentragio total (mg L™)
N 0 2 112 112
4 31 31 31 31
K 117 117 117 117
Ca 60 120 60 60
Mg 30 60 30 24
S 120 96 120 198
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3.3 Atividade da enzima redutase do nitrato

A atividade da enzima redutase do nitrato foi determinada in vivo, em
tecidos de raizes das plantas de seringueira. Foram utilizados 500 mg de tecido
de raizes laterais, destacadas na inser¢3o com a raiz principal e segmentadas
com cerca de Smm de comprimento e transferidos para recipientes plasticos de
cor preta, com capacidade aproximada de 20 mL, contendo 5 mL de um meio de
incuba¢dio composto por tampio fosfato 0,1 molL, pH 7,5, 100 mmol/L de
KNO; e 5% de n-propanol (v/v), segundo metodologia adaptada e sugerida por
Cairo et al. (1994). As amostras foram levadas para infiltragéo a vacuo durante
um minuto, repetido-se por duas vezes. Os tubos foram entio transferidos para
banho-maria a 30° C, com agitagdo no escuro. Aos 10 e 40 minutos foram
retiradas aliquotas de 500 pL e adicionadas ao meio de reagdo contendo 1 mL de
sulfanilamida 1% (p/v) em HCl 1,5 N, 1 mL de N-2-naftil etilenodiamino di-HCl
0,02 % (p/v) e 1,5 mL de 4gua MilliQ. O nitrito formado foi quantificado
colorimetricamente, por meio de leitura em espectrofotdometro DU 640B,
Beckman,USA, a 540 nm e comparadas contra uma curva padrio para nitrito. A
atividade da enzima foi expressa em umol de NO, .mg™* proteina.h™.

34 Enzimas de assimilacio do amdnio

34.1 Obtencdo dos extratos enzimaticos

Foram avaliadas as atividades das enzimas sintetase da glutamina (GS)
e sintase do glutamato dependente do NADH (NADH-GOGAT). Foram
utilizados tecidos de raizes para avaliagdes da sintase do glutamato e raizes e
laminas foliares, para sintetase da glutamina. O material foi coletado ao final de
cada periodo de avaliaggo, sendo a primeira coleta apds trés horas de exposigio

a luz e considerado o tempo zero as 10:00 da manhi. O material vegetal foi
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envolvido em papel aluminio, colocado em N liquido e armazenado em freezer -
80°C até o momento das analises.

O extrato bruto foi obtido tomando-se entre 0,5 a 1,0g do tecido vegetal,
que foi macerado em graal com 5 mL de um meio contendo 4,75 mL de tampéo
Tris-HCL 0,1 mol/L, pH 7,5; 2 mmoVL de Ditiotreitol (DTT); 1 mmol/L de
Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) e 10% (p/v) de polivinilpolipirrolidorna
(PVPP) e em seguida, centrifugado a 16.000g por 20 minutos a 4°C. Durante a

extragdo as solugSes e equipamentos foram mantidos a temperatura de 4°C.
3.4.2. Ensaio da sintetase da glutamina (GS)

Para o ensaio da GS foi utilizada uma aliquota de 300 pL do extrato
bruto em um meio de reagdo contendo 200 pL de Tris-HCL 0,5 mol/L, pH 7,5;
100puL de 2-mercaptoetanol 0,1 mol/L; 50 pL de sulfato de magnésio 0,4 mol/L;
150 pl de NH,OH.HCI; 0,1 mol/L; 100 uL de ATP 0,1 mol/L e 100 pL de
glutamato 0,5 mol/L, sendo o volume final do ensaio de 1000 pl.

O meio de reaglo foi levado ao banho-maria por 30 minutos a 30°C,
com agitagdo. Apds esse periodo, a reagéo foi paralisada pela adigio de 1 mL de
solugdo contendo cloreto férrico 0,3 mol/L, 0,67 mol/L de HCI e 0,20 mol/L de
acido tricloro acético, seguida de centrifugagdo a 3000 rpm por 5 minutos. O
quelato Fe-L-gutamil-Y-hidroamato (GHA) produzido foi determinado em
espectrofotdmetro a 540 nm (Ratajczack,1981) e a atividade enzimatica expressa
em pmoles GHA mgproteina.min’.
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3.4.3. Ensaio da sintase do glutamato dependente do NADH (NADH-
GOGAT)

Tomou-se uma aliquota de 100 pL do extrato cru obtido de raizes, ao
qual foi adicionado um meio contendo 500 pL de tampdo Tris-HCI 0,5 mol/L,
pH 7,5; 100 pL de glutamina 15 mmol/L; 100 pL de 2-oxoglutarato 15 mmol/L;
100 pL de cloreto de potissio 10 mmol/L. O meio foi incubado por trés minutos
a 25°C e em seguida foram adicionados 100 pL de NADH, sendo monitorada a
oxidagdo do poder redutor a cada minuto, durante 10 minutos, por
espectrofotometria, em comprimento de onda a 340nm(UV). A atividade

enzimética foi expressa em pmoles GLU mg 'proteina.min™.

3.5 Determinacio de proteinas soliveis

A determinagio da proteina soliivel foi realizada pelo método Bradford
(1976), utilizando a albumina serina bovina como padrio e nos mesmos extratos
brutos utilizados para os ensaios enzimaticos. As amostras foram incubadas com
o reagente Comassie G-250 em temperatura ambiente por cinco minutos ¢

absorbéncia determinada a 595nm.
3.6 Coleta do exsudato de xilema

O exsudato de xilema foi obtido por meio de metodologia adaptada de
7 Scholander et al. (1965), Milburn e Ranasinghe (1996) e Stoermer et al. (1997).
As plantas foram decapitadas a uma altura aproximada de 8 cm e retiradas dos
vasos. As raizes foram lavadas em agua deionizada, para retirada do excesso de
areia. Procedeu-se a retirada dos tecidos da casca do caule, que se destacavam

com facilidade até o ponto de insergdo do sistema radicular. Esse material foi
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transferido para uma bomba de pressio do tipo Scholander, deixando a
extremidade cortada do caule acima da cimara. Efetuou-se um novo corte na
extremidade do caule que foi lavado com 4gua MilliQ em toda sua extensdo
(Rennenberg, Schneider e Weber, 1996). Foi aplicada uma pressdo entre 0,3 a
0,5 bar, testada anteriormente, para favorecer o inicio da coleta (Stoermer et
al.1997). O primeiro fluxo foi descartado a fim de eliminar possivel
contaminag3o. Com uma seringa descartavel inserida na regido central do xilema
€ com uma suave suc¢do, transferiu-se exsudato para o interior da seringa. Os
exsudatos foram coletados por um periodo eatre 15 ¢ 20 minutos e colocadas em
microtubos, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a —

80°C até realizagdo das analises.
3.7 Quantifica¢do de nitrato em seiva do xilema

O nitrato foi quantificado em plantas tratadas com 8 mM de NO; e
monitoradas do tempo zero até 144 horas (6 dias). Foi utilizada a metodologia de
Cataldo (1975) reduzindo o volume dos reagentes, considerando o volume
disponivel das amostras. Tomou-se um volume de 50 uL de cada amostra e
foram adicionados 200 pL de acido salicilico a 5% diluido em &cido sulfiirico
concentrado (g/v) e deixado em temperatura ambiente por 20 min. Em seguida,
foram adicionados, lentamente, 4,75 mL de NaOH 2M e, apés resfriamento em
temperatura ambiente, foi efetuada leitura em espectofotdmetro com
absorbéncia de 410 nm. Foi utilizada como parimetro uma curva padrio com
concentragdo entre 0-240 nmol.L™ de KNO;.
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3.8 Quantificacdo de aminodacidos na seiva do xilema

Os aminoicidos do xilema foram separados e analisados por meio de
cromatografia liquida de alta pressio (HPLC), por fase reversa e derivatizagdo
de aminoacidos com orthophthalaldeido (OPA) baseado no método descrito por
Puiatti e Sodek (1999). O OPA reage com aminas primarias na presenga do 2-
mercaptoetanol para formar o produto isoindol.

As amostras foram obtidas com 10 a 20 uL da seiva do xilema
adicionando-se 60 a 70 uL de OPA em um tempo de reagéo de 1,5 minuto. Apés
a reagdo tomou-se, ém uma microseringa, o volume de 10 pL do tampéo, 10 uL
da amostra preparada e novamente 10 ul do tampZo. O volume total (30 uL) foi
injetado no equipamento e iniciada a separag@io. Foi utilizada uma coluna
Spherisorb ODS-2 (Sum, 4x250mm) e a elui¢@o realizada em gradiente linear a
0,8 ml/minuto, sendo a solu¢éo eluente composta de metanol 65% e tampdo
fosfato-acetato com pH 7,25, 50 mmol/L acetato de sddio, 50 mmol/L Na,HPO,,
1,5 ml 4acido acético, 20 ml de tetrahidrofuran e 20 ml de metanol em 1 litro de
agua. O gradiente foi obtido alterando-se a propor¢do do metanol 65% em
relagdo ao tampdo. A propor¢do aumentou de 20% a 60% entre 0 ¢ 25 minutos,
de 60% a 75% entre 25 a 31 minutos e 75% a 100% entre 31 e 50 minutos. O
efluente da coluna foi monitorado através de um detector de fluorescéncia
Shimadzu (modelo RF 350), operando com excitagio em 250 nm e emissio em
480 nm. Os dados obtidos foram comparados com o Padrio Sigma S18 com 2,5
umol aa/ml (diluido dez vezes) e foram expressos em percentual do total de

aminoécidos recuperados, excluindo-se a prolina, a qual nio forma derivado em
OPA.
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3.9 Analise dos dados
Os dados foram submetidos a anélise de varidncia (ANAVA), sob fator

unico, sendo os valores médios contrastados pelo teste de Tukey. Tanto na
ANAVA quanto no teste Tukey o nivel de significincia foi de 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade da redutase de nitrato (ARN)

A Figura 1 apresenta a atividade da enzima redutase de nitrato em raizes
de plantas de seringueira na presenca de 8 mM de NO; - avaliada durante um
periodo de 144 horas (seis dias), expressa em fungéio da proteina quantificada
(atividade especifica). Observa-se que a atividade maxima da enzima ocorreu no
intervalo de tempo entre 12 e 24 horas. Nos tempos 48 e 72 horas verificou-se

uma redugéo da atividade e voltou a aumentar no tempo 144 horas (seis dias).

micromol nitrito/mg proteina/ h

0 12 24 48 72 144
Tempo (h)

FIGURA 1. Atividade especifica da redutase do nitrato em raizes de plantas
jovens de seringueira cultivadas em solugio nutritiva com 8mmol/L
de NO; durante um periodo de 144 horas — média de trés repeti¢des
(UFLA/MG, 2001).

29



Uma resposta rapida da enzima, em raizes, na presenca do nitrato, como
verificado no presente trabalho, foi anteriormente descrita por Melzer et al.
(1989). Os resultados aqui encontrados demonstram a indugio da enzima pelo
seu substrato. Resposta semelhante foi encontrada por Deli-Filho et al. (1997)
em raizes de plantas jovens de seringueira quando os autores verificaram que a
atividade da RN foi estimulada positivamente pelo aumento da concentragio do
nitrato ao meio de cultivo até 12mmol/L. Ha indicagSes também de que a
enzima ¢ pré-existente nas raizes como pode ser verificado no tempo zero. Tal
informagdo necessita de confirmag@o sobre a existéncia do nitrato nas sementes,
o qual ndo foi quantificado no presente trabalho.

Por outro lado, a redugdo verificada no tempo de 48 horas pode ser
conseqfiéncia de uma regulagédo da RN pelo préprio nitrato como sugerido por
King et al. (1993) ou pelo acimulo de substincias resultantes da redugio e
assimilagdo. A queda na ARN, nessas condi¢bes, parece ser um interessante
mecanismo de preservag@o ou manutengéo da integridade celular, uma vez que o
nitrato, sendo acumulado nos vactiolos, ¢ muito menos téxico do que o nitrito e
amoénio, produtos estes resultantes da rota assimilatéria do nitrato.
Simultaneamente, a sintese do glutamato e glutamina estaria regulando
negativamente a ARN, como descrito por Vicentz et al. (1993).

A Figura 2 apresenta a ARN nas raizes de plantas de seringueira na
presenga de nitrato e/ou aménio avaliada aos 6 e 45 dias. Houve uma maior
atividade da enzima RN quando a fonte de nitrogénio utilizada foi apenas nitrato
e reduziu quando na presenga do amoénio, confirmando os resultados
anteriormente obtidos por Lemos et al. (1999).

Verifica-se também que a atividade da RN aos seis dias foi levemente
superior quando comparada com os valores aos 45 dias. Tal comportamento foi
discutido por Druart et al. (2000), trabalhando com plantas de chicéria, quando o

autor verificou que na fase inicial de crescimento até os 42 dias a ARN foi maior
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e apos esse periodo diminuiu, indicando alteragSes na assimilagio e

particionamento do nitrogénio.
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FIGURA 2. Atividade especifica da redutase de nitrato em raizes de plantas
jovens de seringueira cultivadas em solugio nutritiva na auséncia de
nitrogénio (S/N), 8mmol/L NO;’ (nitrato); 4mmol/L NO; + 4mmol/L
NH," (nitrato/aménio) e 8mmol/L NH," (aménio) aos 6 ¢ 45 dias
apos indugdo dos tratamentos — média de trés i'epeticées (UFLA/MG,
2000).

4.2 Proteinas em raizes e folhas
As plantas cultivadas na presen¢a de 8 mM de nitrato por um periodo de
144 horas apresentaram os maiores valores de proteinas em folhas entre os

tempos 12 e 48 horas, diminuiu no tempo 72 horas € aumentou no tempo 144

horas.
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Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que hi uma pequena
quantidade de proteinas soliveis nas raizes de plantas jovens de seringueira
quando comparadas com os valores encontrados nos tecidos foliares.

A menor disponibilidade de proteinas soliiveis em raizes ocorre no
tempo entre 12 e 24 horas. Comparando com a ARN no periodo correspondente
tem-se um indicativo que a assimilagdo do nitrogénio ocorreu utilizando-se
esqueletos de carbono a partir da hidrélise de proteinas. Por outro lado, raizes
sdo altamente dependentes de poder redutor e energia metabélica produzidos na
parte aérea e que estiio presentes em quantidades restritivas nesses tecidos. E
possivel que haja uma demanda adicional requerida da parte aérea e
retranslocadas, via floema, para o sistema radicular com a finalidade de atender
a alta atividade biossintética verificada nesses tecidos ¢ também a sintese de
compostos orgénicos, em especial aminoacidos e amidas que seréio transportados
via xilema, ou seja, grande parte da proteina € utilizada, nfio permitindo seu

acumulo na fase inicial de desenvolvimento das plantas.

TABELA 2. Proteinas soliveis em raizes e folhas de plantas jovens de
seringueira cultivadas em solugdo nutritiva com 8 mmol/L de
nitrato, durante um periodo de 144 horas.

Proteinas (mg.g”" MF)

Tempo 0 12 24 48 72 144

LY

Raizes 1,30 1,00 0,42 1,61 1,52 1,13
"~ Folhas 50,81 70,22 57,63 47,00 33,24 69,54

A Figura 3 apresenta os resultados correspondentes s proteinas soltveis
quantificadas em folhas (a) e raizes (b) de plantas jovens de seringueira
cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia de nitrogénio (S/N), 8mmol/L NOy
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(nitrato); 4mmol/L NO; + 4mmol/L. NH," (nitrato/aménio) e 8mmol/L NH,’
(amonio), aos 6 e 45 dias ap6s indugdo dos tratamentos.

Nao foi verificada uma resposta significativa entre os tratamentos nos
valores de proteinas soluveis em raizes avaliadas aos 6 dias apos inicio dos
tratamentos. Contudo, observa-se um aumento aos 45 dias nas raizes de plantas
cultivadas com nitrogénio na combina¢do nitrato/aménio. Tal resultado foi
também constatado por Lemos (1996), tendo ocorrido uma tendéncia de maior
acimulo de proteinas totais e de matéria seca em plantas cultivadas em solugdo

na qual foi adicionado o aménio.
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FIGURA 3. Proteinas soltiveis em folhas (a) e raizes (b) de plantas jovens de
seringueira em solugdo nutritiva na auséncia de nitrogénio (S/N),
8mmol/L NO; (nitrato); 4mmol/L NO; + 4mmol/L  NH,'
(nitrato/aménio) e 8mmol /L NH," (amdnio), aos 6 e 45 dias apds
indugdo dos tratamentos (UFLA/MG, 2001).
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4.3 Atividade da enzima sintetase da glutamina

As plantas cultivadas na presenca de 8mmol/L de NO;™ por um periodo
de 144 horas apresentaram a méxima atividade da enzima sintetase da
glutamina, em raizes, no tempo 24 horas (Figura 4).

Atividade especifica da GS nas raizes foi superior quando comparada
com a atividade da enzima em laminas foliares, especialmente até 24 horas ap6s
adi¢do do nitrato. Trabalhos anteriores indicaram uma atividade enzimatica nas
raizes muito baixa (Deld-Filho et al. 1997, Lemos et al. 1999 e Costa Netto
1998). Entretanto, no presente trabalho, a apresentagdo dos resultados
considerando a atividade especifica parece demonstrar melhor a eficiéncia do
sistema de assimilaggo do nitrogénio nas raizes de plantas jovens de seringueira.

Possivelmente, pelas condigGes de cultivo, particularmente com relagso
a baixa radiagdo fotossinteticamente ativa a que as plantas estavam submetidas,
a producdo de compostos de carbono ndo foi suficiente para atender a
assimilagdo de todo aménio disponivel ap6s 24 horas do inicio do tratamento.
Provavelmente, também, a falta de energia metabélica e esqueletos de carbono
para assimilagdo de todo nitrato reduzido foi responséavel por uma redugio da
atividade da enzima apds o tempo 24 horas.

Considerando ainda que trabalhos anteriores (Delu-Filho et al., 1998;
Lemos et al., 1999) demonstraram que a assimilagdo do nitrogénio, em plantas
jovens de seringueira, ocorre basicamente no sistema radicular, hi aqui uma
indicagdo de que outras partes da planta respondem pela demanda gerada nestes
tecidos.

Em folhas, ndo houve alteragdes significativas na atividade da enzima.
Deve ser considerada ainda a liberagdo do aménio, via fotorrespiragéo, o qual
estaria também respondendo pela alta atividade da GS em folhas como ja
discutido por Lea (1997). Especialmente porque foi constatado po meio da
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analise da seiva do xilema, que nio houve o transporte do aménio para a parte

aérea dessas plantas (dados ndo apresentados).
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FIGURA 4. Atividade da enzima glutamina sintetase (GS) em raizes e folhas de
plantas jovens de seringueira cultivadas em solugdo nutritiva com

8mmol/L de NO,, durante um periodo de 144 horas (UFLA/MG,
2001).

Seith et al. (1994), trabalhando com plantas de beterraba, consideraram
que a atividade da GS na auséncia de nitrato é parte de um mecanismo para
reassimilar o aménio liberado durante a protedlise e metabolismo de proteinas.
Ja a sintese da GS na presenga da luz e nitrato indica a dominéncia da
assimilagdo do nitrato.

A assimilagido do nitrogénio e, conseqlientemente, a produgio da
glutamina poderia explicar a redugo da atividade da GS, em raizes, no tempo de
48 horas, uma vez que esse aminoacido tem agdo reguladora na atividade da

enzima, como ja relatado na literatura (Lea, 1997).
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Vézina et al. (1987) encontraram um efeito positivo do nitrato sobre a
atividade da enzima em ervilha. Purcino et al. (1992), trabalthando com sete
cultivares de milho encontraram também um efeito positivo do nitrato sobre a
concentragdo da GS, e GS,.

A atividade da enzima nas plantas cultivadas em solugdo nuftritiva
contendo nitrato e/ou aménio € apresentada na Figura 5. Verifica-se que, aos seis
dias, a atividade da GS, em folhas, foi alterada na presenga no nitrogénio com
reducdo de sua atividade no tratamento que recebeu o nitrato e aumento
significativo nas plantas que receberam o aménio exclusivamente. No entanto,
aos 45 dias ndo apresentou resposta clara aos tratamentos.

Em raizes, aos seis dias, as plantas que receberam apenas o nitrato
apresentaram uma maior atividade especifica da enzima, no entanto aos 45 dias
as maiores atividades foram encontradas nas plantas que receberam apenas
amoénio e plantas cultivadas na auséncia do nitrogénio (Figura 5). A atividade da
enzima em plantas cultivadas em solug@io contendo apenas aménio indica que a
seringueira mantém um processo de assimilagio ativo do N, evitando neste caso
o acumulo de aménio nos tecidos radiculares.

Em plantulas de pinheiro Seith et al. (1994) encontraram a¢édo positiva
na atividade da GS em raizes ap6s 21 dias da adi;‘zio do nitrato ¢ aménio em |
comparagdo as plantas controle, especialmente em raizes. Em plantas de Pisum
sativum, Vézina et al. (1987) encontraram atividade da GS 3,6 vezes maior em
raizes com nitrato, as quais ndo responderam & aplicagdo de amdnio. Em
contraste Mack e Tischner (1990) encontraram um efeito estimulante do aménio
na atividade da GS em raizes primdrias e laterais de beterraba quando

comparadas com plantas na presengca de nitrato.
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FIGURA 5. Atividade da enzima sintetase da glutamina (GS) em folhas (a) e

raizes (b) de plantas jovens de seringueiras cultivadas em solugdo

nutritiva na auséncia de nitrogénio (S/N), 8mmol/L NOs™ (nitrato);
4mmol/L NO; + 4mmol/L. NH," (nitrato/aménio) e 8mmol/l NH,*
(amonio) aos 6 e 45 dias apds indugdo dos tratamentos (UFLA/MG,

2001).
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Delu Filho (1994) discute, ainda, a baixa atividade da enzima nos tecidos
de raiz, em baixa concentragio de nitrato. Ela pode ser resultado do processo
regulatério que atua em condiges de baixo fornecimento de C e/ou N para a
planta, mantendo a enzima em sua forma inativa como alternativa para outras
rotas metaboélicas, como para o processo de absorgdo e redugio do nitrato apés o
fornecimento exclusivo desse ion para a planta que estimula a glicélise,
havendo, portanto, aumento da demanda de C metabolicamente ativo. Ratajczak
et al. (1981) observaram que a atividade da GS foi inibida na presenga de baixa
concentra¢iio de NH,". Porém, quando foi fornecida sacarose ao meio, houve
aumento expressivo na atividade da enzima.

Estes trabalhos demonstram que a atividade da enzima apresenta
comportamento diferenciado entre espécies e até mesmo entre 6rgidos da planta

em relagio a fonte de nitrogénio utilizada.
44 Atividade da enzima sintase do glutamato

Com relagdo ao comportamento da enzima GOGAT-NADH, em raizes
de plantas que receberam solugdo nutritiva contendo 8mM de nitrato por um
periodo de 144 horas, verifica-se uma resposta crescente até em torno de 24
horas e reduzindo, em seguida, como pode ser observado na Figura 6.

Os resultados encontrados na literatura relacionados ao efeito do nitrato
sobre a atividade da enzima n#o sdo conclusivos. Ha relatos de que o nitrato
exerce influéncia positiva sobre a sintese de novo e ativagdo (Oaks, 1994) como
observado no periodo de tempo até 24 horas. Contudo, a redugdo que se segue
pode ser justificada pela baixa disponibilidade de poder redutor em
conseqiiéncia das condigGes de cultivo a que as plantas estavam submetidas,

como ja discutido anteriormente.
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FIGURA 6. Atividade da enzima GOGAT- NADH em raizes de plantas jovens
de seringueira cultivadas em solugfio nutritiva com § mM de NOj,
durante um periodo de 144 horas (UFLA/MG, 2001).

A Figura 7 apresenta a atividade da enzima GOGAT-NADH em raizes
de plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio; 8mM NO;"; 4 mM NO; + 4mM
NH," ¢ 8 mM NH," aos 6 e 45 dias ap6s indugdo dos tratamentos.

Verifica-se que a atividade da enzima foi levemente aumentada na
presenga de nitrato aos seis dias, sendo que aos 45 dias houve redugio da
atividade especifica da enzima nas plantas que receberam solugfio nutritiva
contendo nitrato ¢ amoénio. Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados em
trabalhos anteriores. Deld Filho et al. (1998) verificaram que a presenga do
nitrato ndo produziu efeito algum sobre a atividade da GOGAT-NADH em
raizes de seringueira. Lemos et al. (1999) encontraram que a adi¢#o gradativa do

aménio e redugdo da concentragio do nitrato aumentaram progressivamente a
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atividade da enzima até a concentragio de 2mM/ 6mM de nitrato ¢ aménio e

estabilizaram-se no tratamento s¢ com amonio.
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FIGURA 7. Atividade da enzima sintase do glutamato-NADH em plantas jovens de
seringueiras cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia de nitrogénio
(S/N), 8mmoVL NO; (nitrato); 4mmol/L NO;" + 4mmoVL NH,"
(nitrato/aménio) e 8mmol/l NH," (aménio) aos 6 e 45 dias apds indugio
dos tratamentos (UFLA/MG, 2001).

4.5 Nitrato transportado na seiva de xilema

Os resultados apresentados na Figura 8 mostram o transporte de nitrato
no xilema de plantas de seringueira cultivadas na presenga de 8 mM NO, por
um periodo de 144 horas.Verifica-se que as maiores quantidades de nitrato
foram transportadas no tempo 24 horas ap6s o inicio dos tratamentos e

diminuiram entre 48 e 72 horas, com um novo aumento em 144 horas.
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Segundo trabalho realizado por Mead e Preston (1994), o nitrato
absorvido nas raizes pode ser transportado para folhas, especialmente em plantas
que recebem nitrogénio sob esta forma e seu transporte esta relacionado com a
concentragdo externa do ion, idade e desenvolvimento. Em geral, a4 medida que
aumenta a concentragio externa, a propor¢do que € transportado também
aumenta.

Deve ser considerado ainda que altas taxas de redugdo de nitrato na raiz
exigem fornecimento de esqueletos de carbono, energia e poder redutor para
assimilagio do aménio produzido. Assim, os resultados sugerem que o
transporte foi também um mecanismo de controle para evitar o acimulo de ions
de NO,” e NH," nos tecidos da raiz.
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FIGURA 8. Nitrato transportado em seiva de xilema de plantas jovens de
seringueira cultivadas em solugdo nutritiva com 8 mM de NO;.,
durante um periodo de 144 horas (UFLA/MG, 2001).
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FIGURA 9. Aminoécidos transportados na seiva do xilema de plantas jovens de scringueira cultivadas em solugfio nutritiva

contendo 8 mM de nitrogénio na forma de nitrato, por um perfodo de 144 horas (UFLA/MG, 2001).
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FIGURA 10. Aminoécidos transportados no xilema de plantas jovens de seringueiras cultivadas em solugdo nutritiva na auséncia de
nitrogénio (S/N), 8mM NO;" (nitrato); 4 mM NO; + 4mM NH," (nitrato/aménio) ¢ 8 mM NH," (amdnio), aos seis
dias apos indugdo dos tratamentos (UFLA/MG, 2001).
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Alteragdes no transporte de aminoacidos sdo freqiientemente relacionadas
na literatura também como conseqiiéncia de alteragdes no suprimento de sgua.
Considerando que as plantas utilizadas no presente experimento foram
cultivadas com solucfio nutritiva, ndo foi possivel analisar tais condigdes.
Entretanto, Schmidt e Stewart (1998) identificaram que espécies de florestas
tropicais imidas tendem a transportar maiores quantidades de arginina somente
no pico da estagdo seca ou na senescéncia de folhas de plantas deciduas. Tal
informacdo deve ser analisada para o caso da seringueira, uma vez que, em
condi¢des de campo, a senescéncia de folhas na estagiio seca provavelmente
estaria promovendo uma alteragdo no transporte de compostos nitrogenados
através do xilema. Do mesmo modo, a fase de crescimento deve também ser
considerada, pois foram observadas alteragdes em fun¢do do tempo do
tratamento e idade das plantas. Druart et al. (2000) encontraram mudangas
significativas na composi¢do de aminodcidos em raizes e parte aérea de plantas
de chicéria em fun¢do do seu desenvolvimento. O conteitddo de glutamina foi
maior nos primeiros dias apés semeadura até cerca de 56 dias. Apds este
periodo, diminuiu,

Os trabalhos realizados até a presente data tém sido com plantas jovens de
seringueira, especialmente pelas dificuldades de coleta de exsudatos em plantas
lenhosas adultas. Identificar alteragGes promovidas no transporte de aminoacidos
através do xilema em conseqiiéncia do estadio de vida da planta pode ser uma
informagZo importante quanto ao metabolismo no nitrogénio na espécie e suas

conseqiiéncias na produgao.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir
que houve indug¢do da atividade da enzima RN pelo nitrato, representada por sua
maxima atividade ja no primeiro intervalo de tempo avaliado.

A presenca do nitrogénio, independentemente da forma utilizada
promoveu altera¢Ges na atividade das enzimas sintetase da glutamina e sintase
do glutamato- NADH.

" As plantas cultivadas na presenca de nitrato transportaram esses ions
através do xilema. Glutamina e asparagina s3o os aminoacidos predominantes na
seiva do xilema, independentemente da forma de nitrogénio utilizada e podem
alternar entre si em fung¢io da fonte de nitrogénio fornecido e idade da planta.
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