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RESUMO

ALVES, Edna Maria. Redução do nitrato, assimilação do amônio e

transporte do nitrogênio em plantas jovens de seringueira. Lavras:UFLA,

2001,57p. (Dissertação - Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal)*

No presente trabalho buscou-se identificar as alterações ocorridas na
absorção, assimilação e transporte do nitrogênio em plantas jovens de
seringueira cultivadas em solução nutritiva contendo as formas de nitrato e/ou
amônio. Foram avaliadas as atividades das enzimas redutase de nitrato, sintetase
da glutamina e sintase do glutamato e composição da seiva do xilema. Os
experimentos foram conduzidos em sala de crescimento, em vasos plásticos
contendo_3 litros de areia lavada, nos quais foram adicionadas soluções com
concentração de 8 mM de nitrato e/ou amônio na proporção de 0/0, 8/0, 4/4 e
0/8. Verificou-se o efeito positivo do nitrato sobre a enzima redutase do nitrato.
A presença do nitrogênio promoveu alterações na atividade das enzimas
sintetase da glutaminae sintase do glutamato-NADH. Verificou-se também que
plantas de seringueira transportam íons de nitrato através do xilema. Glutamina e
asparagina foram os aminoácidos predominantes no xilema, independentemente
da fonte de nitrogênio utilizada no meio de cultivo.

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



INTRODUÇÃO

' A expansão do cultivo de seringueira (Hevea brasiliensis) em regiões

que apresentam condições edafoclimáticas desfavoráveis ao ataque do fungo

causador da doença conhecida por mal das folhas (Microçyclus ulei, P. Hem v.

Arx), demonstrou que a heveicultura, considerada restrita às áreas úmidas da

Amazônia, poderia se estender para regiões com regime hídrico caracterizado

por um período seco definido e elevado déficit hídrico (Cunha et ai., 2000).

Tal expansão criou a necessidade de informações específicas quanto ao

comportamento da cultura nessas regiões, desde aspectos relacionados com a

germinação de sementes até a produção do látex.

A maioria das pesquisas está direcionada para a seleção de clones

resistentes a doenças e mais produtivos. Poucos são os estudos disponíveis

quanto às alterações produzidas no metabolismo da planta em resposta a

variações ambientais e como tais alterações podem estar relacionadas com a

produção do látex.

Considerando a importância do elemento nitrogênio para o crescimento

de plantas e produção de biomassa, muitos estudos têm sido realizados com o

objetivo de esclarecer os mecanismos de absorção, assimilação e transporte.

As principais fontes de nitrogênio para as plantas são o N2 atmosférico

ou nitrato do solo, liberadopor meioda adição de fertilizantes ou degradaçãoda

matéria orgânica, os quais entram no metabolismo da planta pela fixação

simbiótica do nitrogênio e redução do nitrato, respectivamente. O NH/

resultante é utilizado na biossíntese de aminoácidos, proteínas e metabólitos

nitrogenados de baixo peso molecular.

A absorção e o transporte variam pelo fato de o nitrogênio disponível

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



2 REFERENCIAL TEÓRICO

O nitrogênio representa um importante papel na agricultura por ser o

nutriente que freqüentemente mais limita o crescimento das plantas (Kozlowski

e Pallardy, 1996; Lea, 1997).

Em geral, a maioria das espécies absorve nitrogênio sob a forma de

nitrato e amônio, resultantes de processos de mineralização do N orgânico no

solo. O NH/ disponível no solo, ouaquele resultante doprocesso deredução, é

utilizado na biossíntese de aminoácidos que propiciam a manutenção do

crescimento.

Em plantas lenhosas, compostos nitrogenados representam um pequeno

percentualem relação ao peso seco. Entretanto, ainda assim, são importantessob

o ponto de vista fisiológico, na composição de proteínas estruturais, enzimas,

aminoácidos, além de moléculas do metabolismo secundário, tais como

alcalóides (Kozlowski e Pallardy, 1996).

As espécies leguminosas representam um grupo especial de plantas que

utilizam o nitrogênio reduzido por microorganismos que se encontram em

simbiosecom o sistemaradicular (Puiattie Sodek, 1999).

A distribuiçãodos compostos biossintetizados, a exemplodos 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 órgãos de produzir, exportar ou importar e

metabolizar o carbono e nitrogênio reduzidos (Druartet ai., 2000).

Steingrobe e Schenk (1993), citados por Baptista, Fernandes e Souza

(2000), observaram correlação positiva entre o incremento do influxo máximo

de N (Vmax) e o aumento do peso de matéria seca das raízes, em plantas de

alface, em função do estádio de desenvolvimento.



Costa Netto (1997), avaliando o efeito da presença de nitrogênio

exógeno sobre a remobilização de reservas durante a germinação e

desenvolvimento inicial de plântulas de seringueira, verificou que o

fornecimento de nitrogênio não favoreceu o acúmulo e distribuição de matéria

seca nos estádios de emissão de radícula, pata de aranha e palito. No estádio de

segundo lançamento foliar o autor encontrou que o fornecimento de amônio

diminuiu a matéria seca total e aumentou os valores de nitrogênio total nos

tecidos.

Utilizando plantas jovens de seringueira, Delú Filho (1994) verificou

uma maior produção de matéria seca da parte aérea e raízes em resposta a

maiores concentrações de nitrato, fornecido na solução nutritiva. Por outro lado,

quando foram utilizadas combinações de 4/4 mM de nitrato e amônio, Lemos

(1996) verificou que o acúmulo e distribuição 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 absorção de amônio sob condições de alta concentração de N na

solução nutritiva. A cultivar bico ganga apresentou aumento de matéria seca em

raízes e redução relativa do peso da parte aérea. Tal fato foi interpretado como

uma adaptação da planta a ambientes com escassez de nitrogênio, obrigando-a a

manter tecidos radiculares viáveis na tentativa de viabilizar o influxo de água,

nitrogênio e outros nutrientes necessários ao crescimento.

2.1 Absorção e assimilação do nitrato

Após absorção, o nitrato pode ser imediatamente reduzido e assimilado

com a produção de aminoácidos e ser armazenado nos vacúolos das células da



raiz ou transportado para folhas, onde poderá ser reduzido ou ser armazenado

nos vacúolos das células foliares (Atkins, 1990).

A redução do nitrato nas raízes e folhas é variável e depende da

concentração de nitrato externo, idade, desenvolvimento e espécies de plantas.

Em geral, à medida que a concentração externa de nitrato aumenta, a proporção

que esse composto é transportado para folhas também aumenta. Altas taxas de

redução de nitrato na raiz exigem fornecimento de esqueletos de carbono para

assimilação do amônio. Logo, a taxa de respiração nestes tecidos deve ser

elevada (Lea, 1997).

Em plantas lenhosas e espécies de origem de clima temperado, a redução

do nitrato ocorre, principalmente, nas raízes quando comparadas com espécies

herbáceas (Seith et ai., 1994). O particionamento da assimilação de nitrato entre

raízes e parte aérea é também dependente da disponibilidade de nitrogênio

exógeno. Contudo, em muitas plantas superiores, o nitrato é reduzido em maior

proporção nas folhas do que em raízes, em função da disponibilidade de poder

redutor, de energia e de esqueletos de carbono produzidos pela fotossíntese

(Oaks, 1994; Druart et ai., 2000; Harris et ai., 2000).

A absorção do nitrato pelas raízes é um processo amplamente estudado,

porém as informações disponíveis sobre as propriedades envolvidas no processo

de transporte não são conclusivas (Lea, 1997).

Mead e Preston (1994) estudaram a distribuição e retranslocação de N

em pinheiro durante um período de aproximadamente 8 anos, utilizando N

marcado sob a forma de 15N- uréia, 15NH4N03 e NH4,sNOj. Verificaram que a

disponibilidade e absorção deNH» ,5N03 foi menor que a forma 15N-uréia oudo

1SNH4N03. Em contraste ao N de outras fontes, o nitrogênio marcado na forma

de NH4ISN03 foi inicialmente translocado para folhas e, então, retranslocado

para as regiões próximas. Nitrato é reconhecido por ser ocasionalmente



absorvido e transportado parafolhas antes daredução, enquanto NH/ é primeiro

incorporado em aminoácidos nas raízes e então estocado ou transportado.

Após sua absorção, o nitrato é reduzido a amônio, o qual é assimilado

durante a biossíntese de aminoácidos. Essa redução ocorre em dois estágios,

com o nitrito sendo o produto intermediário. As enzimas que catalisam as

reações são 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 reação que resulta na

produção de amônio e está presente nas folhas e raízes, utilizando como poder

redutor a ferredoxina reduzida, diretamente das reações fotoquímicas 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

é tanto substrato como produto final. Glutamina e glutamato são considerados

produtos primários da assimilação do amônio (Pate et ai., 1980).

2.1.1 Redutase do nitrato

A atividade da redutase de nitrato, assim como a de outras enzimas

envolvidas na assimilação do nitrato, pode sofrer alterações durante o

desenvolvimento da planta ou órgão. A localização intracelular de RN tem sido

aceita como enzima presente no citoplasma(Askerlund et ai., 1991)

A estrutura bioquímica da RN é atualmente bem conhecida. Em plantas

superiores, a RN dependente de NADH compreende duas subunidades idênticas

com 110 - 115 kDa. Os cofatores de redox FAD, citocromo b5 e cofator Mo

(CoMo), estão ligados a cada monômero na razão de 1:1:1. Os elétrons são

passados do NADH para o nitrato (Lea, 1997).



Em cevada, Aslam et aL (1992) identificaram três sistemas diferentes na

absorção de nitrato pela raiz. Em altas concentrações externas de nitrato, um

sistema de baixa afinidade operou com Km de 7 uM para nitrato e mostrou ser

constitutivo e não regulável. Em baixa concentração externa, um sistema de alta

afinidade atuou com um Km entre 15-34 uM, mostrando ser induzido pelo

nitrato.

O ritmo circadiano da atividade da RN foi verificado em diversos estudos

(Hageman e Flesher, 1961; Queiroz et ai., 1993; Delú Filho et ai., 1997).

Oscilações nos níveis de mRNA da RN, com valores máximos no final do

períodoescuro, foram observadas por Galangau (1988).

2.1.2 Regulação da redutase do nitrato

A atividade da RN é induzida pela presença de nitrato e luz (Hageman e

Flesher, 1960), demonstrada pela síntese de novo e atualmente confirmada por

meio da biologia molecular (Crawford, 1995). O suprimento do nitrato induz

aumento do mRNA da RNemvárias espécies deplantas. Emraízes, a resposta é

rápida enquanto nas folhas a resposta ocorre após um curto período de tempo

(Melzer et ai.. 1989).

Vários estímulos ambientais e do próprio desenvolvimento da planta

regulama assimilação de nitrato. Erskineet ai. (1996),avaliandoa utilização do

nitrato por espécies arbóreas e arbustivas sob condições contrastantes de

disponibilidade de água, verificaram que a enzima redutase de nitrato é

influenciada por variações ambientais. A redução de sua atividade é

característica de plantas estressadas e tem sido vista como uma adaptação

bioquímica, limitando o acúmulo do nitrito e amônio e, em termos gerais,

diminuindo o requerimento de carbono e energia em plantas sob severas



condições de estresse. Simultaneamente ocorre o acúmulo de íons de nitrato, os

quais podem contribuir para ajustamento osmótico.

Em plantas de chicória expostas à luz, a atividade da redutase de nitrato

(ARN) aumentou cerca de dez vezes durante as três primeiras horas. Isto

confirma observações anteriores, as quais sugeriam que ARN apresenta

alterações significativas poucas horas após as plantas serem levadas à condição

de luz (Galangau et ai., 1988; Druart et ai., 2000).

Depois da luz, outros fatores também influenciam a expressão da RN. A

maioria das plantas superiores expressa atividade da RN em tecidos

fotossíntéticos. Entretanto, algumas espécies, não leguminosas, variam

grandemente em seu particionamento de assimilação de nitrato, entre raízes e

parte aérea, conforme a idade das plantas (Andrews, 1986).

Hanisch Ten Cate e Breteler (1981) avaliaram o papel dos açúcares na

utilização de nitrato. Vincentz et ai. (1993) propuseram que a adição de frutose,

glicose e sacarose em folhas de fumo, adaptadas ao escuro, é capaz de induzir a

expressão da RN. Verificaram que a glutamina e o glutamato regularam

negativamente a atividade da enzima em baixa luminosidade.

Em chicória, cultivadas em sala de crescimento, a atividade da RN foi

maiornas raízes da fase inicialde crescimento até aos 42 dias, confirmando que,

nesse período, as raízes são responsáveis pela maior assimilação de nitrato e

representa uma fonte de compostos nitrogenados. Contudo, após tal período,

passou progressivamente a atuar como um dreno. Neste estágio do crescimento

vegetativo, a arginina, a qual é conhecida por acumular-se em raízes maduras,

esteve presente em pequenas quantidades. Em folhas, foi detectada maior

quantidade de serina do que em raiz, talvez devido a fotorrespiração (Druart et

ai., 2000).

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

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



concentração 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 combinações de nitrato e amônio, como fonte de

nitrogênio 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 amônio.

A atividade da RN pode ser modulada in vivo, como demonstrado por

Kaiser et ai. (1991).A atividadeda enzimadeclinousob condiçõesde baixa taxa

de assimilação de C02, conseqüência da falta de C para biossíntese. De modo

semelhante, uma rápida queda na atividade da enzima foi determinada pela

transferência de plantasda luz parao escuro.Essesautoresconseguiram também

demonstrar que a enzima pode ser inativada in vitro na presença de ATP e

Mg^e, em seguida, reativada na presença de AMP eMg2*. Isto tem sugerido que
a atividade da RN em folhas pode ser regulada in vivo de modo similar a fosfato

sacarose sintase. A remoção de grupos fosfato pela fosfatase promoveria a

reativação da RN (Huber et ai., 1992).

Kaiser e Huber (1994) e Kaiser et ai. (1999) conseguiram demonstrar

que reações reversíveis de fosforilação e desfosforilação atuam no controle da

ARN. Tem sido sugerido ainda que uma proteína identificada como 14-3-3 é

capaz de se ligar diretamente a cátions divalentes,os quais podemexplicar que a

manutenção da forma inativa da RN fosforílada requer o cátion a pH 7,5. Esta

ligação é possível a alteraçõesna conformação da proteínaproduzidapelo cátion

(Athwal et ai., 2000).

Nesse sentido, alguns estudos têm sido realizados com o objetivo ds

elucidar as propriedades de regulação da redutase de nitrato. Kandlbinder et ai.

(2000) verificaram mecanismos diferentes de regulação da RN comparando

mamona e espinafre. A RN de folhas de espinafre é rapidamente inativada pela

fosforilação da serina e, na seqüência, ocorre uma ligação da proteína 14-3-3na
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presença de cátíons divalentes (Kaiser et ai., 1999). Entretanto, a atividade da

RN na presença de Mg2" usualmente reflete atividade de defosforilação de RN.

Na presença de tampão contendo excesso de EDTA, todas as formas de NR são

ativas e a medida de sua atividade reflete o total de NR (NR max). O estado de

ativação é a razão entre a NRA x 100/ NR max. Esses autores sugerem que a RN

de mamona tem propriedades regulatórias diferentes do espinafre ou de outras

plantas, uma vez que esta não é ativada pela preincubação com EDTA mais

AMP, nem inativada com ATP. Adicionalmente, a RN de mamona foi ainda

assim inativa em preparações purificadas e livres de proteínas 14-3-3. Dessa

forma, mesmo apresentando um sítio de ligação da proteína 14-3-3 igualmente

com espinafre, a inibição daRNde mamona pelo Mg*2 nãorequer proteínas 14-

3-3.

As interações moleculares entre a RN, cátíons divalentes e a proteína 14-

3-3, foram verificadas, em tempo real, por meio de registros com ressonância

magnética por Athwal et ai. (2000). Eles consideraram ainda a possibilidade de

que variaçõesno pH podemser importantes em diferentescondiçõesambientais,

as quais podem alterar o pH citosólico, se os cátíons divalentes não estão em

condições de saturação.

2.2 Enzimas de assimilação do amônio

A produção do amônio em plantas ocorre via fixação de nitrogênio e

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

solo, sob condição ácida, particularmente por árvores. Estes processos são

denominados de assimilação primária (Stewart et ai., 1993; Kozlowski e

Pallardy, 1996).

No ciclo de assimilação do amônio operam as enzimas sintetase da

glutamina e sintase do glutamato (GS-GOGAT). A sintetase da glutamina
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catalisa a conversão de glutamato em glutamina em uma reação dependente de

ATP e um cátion divalente como cofator. A enzima é uma proteína octamérica

com peso molecular de 350 a 400 kDa e tem alta afinidade por amônio (Km 3-5

uM).

Inicialmente, foi sugerido que havia duas isoformas da enzima GS em

plantas, uma localizada no citoplasma e outra no cloroplasto ou plastídeo

(McNally e Hirel, 1983). Contudo, estudos recentes têm demonstrado que outras

formas de GS podem ser encontradas. Em feijão (Phaseolus vulgaris), pelo

menos quatro isoformas da GS foram identificadas, inclusive em radículas de

plântulas em germinação e isoformas específicas para plantas noduladas

(Bennett e Cullimore, 1989; Cock et aL, 1991). Seith et ai. (1994) encontraram a

GS citoplasmática predominando em raízes de pinheiro.

A enzima sintase de glutamato catalisa a conversão de glutamina e 2-

oxoglutarato em duas moléculas de glutamato. As duas diferentes formas de

enzima estão presentes em plantas superiores, sendo que uma utiliza NADH

como fonte de poder redutor e outra, a ferredoxina (Seith et ai., 1994). A enzima

dependente de ferredoxina é uma proteína monomérica com peso molecular de

140-160 kDa. Ela está localizada em cloroplastos de folhas e sua atividade

aumenta durante o desenvolvimento da folha, sob condições de luz, resposta esta

que pode ser dependente do fitocromo. A atividade da enzima dependente de

NADH tem sido detectada em tecidos não verdes, a exemplo de raízes e

cotilédones. Éummonômero de peso molecular entre 200-225 kDa (Lea, 1997).

A liberação de amônio pode ocorrer também por meio da

descarboxilação da glicina e formação de serina na fotorrespiração; do

catabolismo de compostos de transporte a exemplo da asparagina, arginina e

ureídeos; pela conversão de cistationina em homocisteina na biossíntese de

metionina e treonina em 2- oxoglutarato na biossíntese de isoleucina e na
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conversão da fenilalanina em cinamato, durante a síntese de lignina, catalisada

pela enzima fenilalanina amônio liase, com produção de amônio (Wink,1997).

As proteínas são freqüentemente hidrolisadas durante a germinação de

sementes ou durante a senescência foliar, liberando NH»* para novas

biossínteses. O amônio pode ainda ser liberado pela atuação da desidrogenase do

glutamato (GDH), que pode atuar também na oxidação do glutamato, quando o

nível de 2-oxoglutarato no ciclo dos ácidos tricarboxílicos é baixo devido à falta

de carboidratos (Robinson et ai., 1991).

A regulação da atividade da GS, de modo semelhante à RN, pode ser

induzidapor diferentes estímulos extemosou fisiológicos, dependendo do órgão

da planta ou da isoforma da GS (Pujade-Renaud et ai., 1994). A luz, por

exemplo, produz um aumento no nível de mRNA da GS2 em folhas de ervilha,

fumo e tomate (Becker et ai., 1992).

Em soja, Miao et ai. (1991) sugeriram que o aumento de expressão da

GS em nódulos é causado pelo amônio gerado pela fixação do nitrogênio.

Em ervilha, tal regulação da expressão gênica não tem sido confirmada.

Contudo, as isoformas GS1, GS3A e GS3B são apresentadas como as formas

citosólicas e predominantes nas raízes, em nódulos e cotilédones.

Keys et ai. (1978) calcularamque a taxa de produção de amônio durante

a fotorrespiração é dez vezes maior que a de assimilação do nitrato. Contudo, o

papel do amônio liberado pela fotorrespiração na regulação da atividade da GS

não foi totalmente esclarecido.

Edwards et aL (1990) identificaram a expressão do promotor GS3A

apenas em células do floema, indicando que ela tem um papel importante na

síntese de glutamina requerida no transporte de nitrogênio e é particularmente

importante em plântulas e nódulos fixadores de N2.

A seringueira é uma espécie que apresenta grande capacidade de

assimilação de amôniovia GS/ GOGAT e GDH,em lâminas foliares, conforme
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resultados obtidos por Delú Filho et ai. (1998). Lemos (1999) verificou que a

GS, em raízes de plantas jovens de seringueira, apresenta uma resposta positiva

ao fornecimento de nitrogênio, sob a forma de nitrato, na solução de cultivo Esse

resultado sugere ainda, que, nas raízes, a GS é altamente dependente do amônio

produzido via assimilação da RN. Quando foi fornecida uma combinação de

6mM/2mM de nitrato e amônio, a atividade da GS decresceu, aumentando

progressivamente com a adição de amônio ao meio. Considerando a elevada

atividade da GS encontrada nessas plantas, o autor discute a possibilidade de

outras fontes de amônio estarem disponíveis nas folhas, em especial o NH/,

liberado através da fotorrespiração, como já discutido por Lea (1997).

Costa Netto (1997), avaliando o efeito da presença do nitrogênio

exógeno sobre a atividade das enzimas de assimilação do amônio e

remobilização de reservas durante a germinação e desenvolvimento inicial de

plantas de seringueira, verificou que o fornecimento de nitrogênio não favoreceu

o acúmulo e distribuição de matéria seca nos estádios de emissão de radícula,

pata de aranha e palito. No estádio de segundo lançamento foliar, aquele autor

encontrou que o fornecimento de amônio diminuiu a matéria seca e aumentou os

valores de nitrogênio total, sendo que a GS nas raízes não apresentou resposta ao

fornecimento desse elemento.

23 Compostos nitrogenados transportados através do xilema

Após a redução do N03" e assimilação doNH/ nasraízes, os compostos

'nitrogenados são transportados, via xilema, para parte aérea. Dependendo das

condições ambientaise concentração externade nitrato e amônio, os compostos

transportados são essencialmente aminoácidos.

Em condições de alta concentração de N03' este pode ser transportado

para redução nas folhas em um grande número de espécies vegetais. O nitrato
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não é encontrado livre no floema. Entretanto, a presença dessa molécula na seiva

de xilema pode indicar a absorção e transporte a partir do sistema radicular e é

característico de plantas que assimilam nitrato em suas folhas (Schmidt e

Stewart, 1998).

Em geral, plantas formadoras de nódulos de fixação com

microorganismos transportam ureídeos (McClure e Israel, 1979; Pate et ai.,

1980; Atkins et ai., 1983; Vitória e Sodek, 1999).

Não há relatos na literatura sobre fixação simbiótica em plantas de

seringueira. No entanto, Delú Filho (1994) encontrou três espécies de bactérias

diazotróficas (Azospirulum braziliensis, A. lipoferum e Herbaspirilum

seropedicaé) no sistema radicular de plantas cultivadas em areia, embora não

tenha sido possível determinar a real contribuição dessas bactérias para a

manutenção do sistema.

Os compostos nitrogenados presentes no xilema podem indicar também

as fontes externas utilizadas de nitrogênio (Stewart et ai., 1993; Erskine et ai.,

1996; Schimdt e Stewart; 1998) e a reciclagem interna desse elemento. Com

exceção de plantas fixadoras de N2, pouco é conhecido sobre a capacidade de

árvores tropicais armazenarem proteínas e de que forma o nitrogênio reciclado é

transportado. Nessas espécies não há conhecimento dos mecanismos que possam

determinar relações de sazonalidade de nitrogênio. Provavelmente, outros sinais

além da luz e temperatura, podem ser responsáveis pela indução do

armazenamento e mobilização de N nessas regiões.

Asparagina e glutamina (Pate et ai., 1980; Puiatti e Sodek, 1999)

parecem ser os compostos nitrogenados comumente transportados e são

predominantes no xilema de raízes que reduzemo N03" e plantas que assimilam

NH/ do solo.

A arginina é o maior constituinte de seiva de xilema em várias 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).

Schmidte Stewart (1998) levantaram uma questãorelevante no processo

de assimilação de nitrogênio: por que outras formas de compostos nitrogenados,

além da asparagina e glutamina, são transportadas, se após o transporte são

catabolizadas com liberação de NH3, a qual é subseqüentemente reassimilada em

glutamina? Eles sugerem que a baixa relação C:N da arginina e ureídeos fazem

com que essas moléculas sejam mais efetivas no transporte de nitrogênio. Além

disso, a arginina é mais solúvel do que asparagina e glutamina.

A asparagina é um composto de reserva e transporte encontrado em

muitas espécies de plantas (Lea et ai., 1978). O grupo amida da glutaminapode

ser transferido diretamente ao aspartato através da enzima sintetase de

asparagina, reação esta dependente de ATP.

Asparagina e glutamina também representaram a maior fração de

aminoácidos 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 Mazzaferae Gonçalves (1999).

23.1 Influência das variações ambientais

Os compostos nitrogenados transportados através do xilema indicam

também alterações ambientais e sua sazonalidade. Há um grande interesse sobre

a influência das mudanças estacionais e seus reflexos na concentração de

nitrogênio e outros constituintes de folhas e tecidos lenhosos, especialmente de

plantas perenes. Isso porque elas fornecem informações quanto às necessidades

durante todo o ano e o período mais indicado para as adubações (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 plântulas de 180 dias de

Casuarina cunninghamiana, C. equisetfolia e C. glauca inoculadas com dois

diferentestipos de Frankia, analisaram os compostosnitrogenadostransportados

em xilema. As análises foramfeitasem plantas noduladas e não noduladasde C.

glauca, com ou sem variação nos níveis de nitrogênio. Encontraram alterações

na composiçãode aminocompostos no xilema das três espécies.A proporçãode

asparagina diminui com o aumento na concentração N03" emrelação ao NH/,

tanto em plantas noduladas e não noduladas, enquanto a glutamina aumentou.

Isso indica, possivelmente, uma capacidade limitada para transferência da arruda

da glutamina para asparagina, no aumento do suprimento do amônio no sistema

radicular. Plantas supridas com nitrogênio combinado (nitrato/amônio)

transportaram pequena parte do amônio através do xilema, enquanto que, em

plantas não supridas com a mesma fonte do elemento, os níveis de amônio foram

baixos.

Os aminos compostos transportados no xilema apresentam grande

especificidade. Ainda assim, asparagina, glutamina e citrulina predominam,

embora possam sofrer leves alterações dentro de uma população vegetal. Stewart

et ai. (1993), estudando as características da assimilação de nitrogênio

inorgânico em uma sucessão vegetal, encontraram, como regra geral, que plantas

herbáceas e não simbióticas apresentaram uma alta capacidade para reduzir o

nitrato. Enquanto isso, espécies lenhosas com algum tipo de associação com

micorrizas exibiram pequena capacidade para fazê-lo. Assim sendo,

consideraram que espécies tardias no processo de colonização utilizam amônio

ou outra forma de nitrogênio orgânico mais do que nitrato.

Em um estudo comparativo das frações de nitrogênio em três espécies

lenhosas do cerrado brasileiro, Causin e Bustamante (1996) verificaram que, em

folhas, os níveis de aminoácidos não sofreram grandes alterações durante o

crescimento. Contudo, níveis mais elevados foram identificados entre os meses
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de julho e setembro na espécie Miconia ferruginata, o que foi atribuído à

frutificação. Com o avanço da estação seca houve redução nos níveis de nitrato

nas folhas e aumentou rapidamente após a chuva, ou seja, a concentração de

nitrato das folhas foi resposta direta das condições ambientais. Do mesmo modo,

a concentração de nitrato no xilema diminuiu no período seco.

Schmidt e Stewart (1998), avaliando o transporte, armazenamento e

mobilização de nitrogênio em lenhosas de áreas secas e úmidas da Austrália,

encontraram no pico das estações secas, a arginina como principal composto

nitrogenado em seiva de xilema de espécies decíduasque na estação chuvosa foi

alterada para amidas. Espécies sempre verdes, com suprimento adequado de

água, transportaram amidas na estação seca. O nitrato correspondeu a 7% do

nitrogênio total no xilema de decíduas e 12% em espécies sempre verdes. Na

estação seca, este valor chegou a 22%. Sugeriram ainda que o N recentemente

assimilado é transportado principalmente como amida e nitrato. A arginina é a

forma na qual o N armazenado é remobilizado e transportado em espécies

caducifólias na estação seca.
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MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Obtenção e cultivo das plantas

As plantas de seringueira foram obtidas a partir de sementes ilegítimas

do clone RRIM 600, coletadas em março de 2000, em um plantio comercial na

cidade de Tabapuã, estado de São Paulo.

As sementes foram lavadas em água destilada e colocadas para germinar

em bandejas plásticas, contendo areia lavada com água de torneira durante três

horas, seguida por uma lavagem em hipoclorito de sódio 0,5% (v/v) por 12

horas. Novamente, água de torneira em abundância, seguida por nova lavagem

em água destilada por três vezes.

As bandejas permaneceram nas salas de crescimento, com temperatura

de 27+/- 3°C, com 60% a 80 % de umidade relativa do ar, fotoperíodo de 12

horas e densidade de fluxo de fótons (DFF) de 300 mmol m'2 s"1, determinada a

uma distância de 80 cm das lâmpadas fluorescentes, correspondendo à

extremidade superior das bandejas.

Após germinação, ao atingirem o estádio "palito", as plântulas foram

retiradas das bandejas, selecionadas quanto à uniformidade de parte aérea e

raízes e transferidas para vasos plásticos com capacidade de três litros, contendo

areia lavada sob as mesmas condições descritas acima.

As plantas foram mantidas com água destilada até a implantação dos

tratamentos (Costa Netto, 1997).

Os tratamentos foram iniciados aos sessenta dias após o transplantio

para os vasos, utilizando solução nutritiva completa de Bolle-Jones (1957),

adaptada por Delú Filho (1994) e modificada por Lemos (1996), com

concentraçãode 8 mmol/L de nitrogênio na forma de nitrato e/ou amônio e pH
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6,5. Em cada vaso foram adicionados 1150 mL da solução nutritiva, de forma

que houvesse um volume excedente de 400 ml, o qual era coletado em pratos

plásticos colocados sob os vasos. Diariamente, a solução dos pratos retornava

para o vaso, após o volume ter sido completado com água destilada. O pH foi

medido diariamente e ajustado para o valor 6,5, quando necessário. A troca da

solução nutritiva foi efetuada semanalmente (Delú-Filho,1994).

Foram instalados três experimentos. No primeiro experimento

utilizaram-se três plantas por vaso, com três repetições e solução nutritiva

contendo 8 mmol/L de nitrogênio na forma denitrato (Lemos et ai.,1999) e cuja

composição é apresentada na Tabela 1. Foram avaliadas as atividades das

enzimas redutase do nitrato, sintetase da glutamina, sintase do glutamato e

composição da seivado xilema nos tempos 0, 12,24,48, 72 e 144horas após o

início dos tratamentos.

No segundo experimento foram utilizadas duas plantas por vaso, com

três repetições e o nitrogênio fornecido sob a forma de nitrato e/ou amônio, na

concentração final de 8 mM de nitrogênio, nas seguintes proporções: 8mmol/L

N03\ 4 mmol/L N03' + 4mmol/L NH/ e 8mmol/L NH/ (Lemos et ai, 1999).

Como controle foram consideradas as plantascultivadasem solução nutritiva na

ausência do nitrogênio (Tabela 1). Foram realizadas as mesmas análises, exceto

a quantificação do nitrato em seiva de xilema, sendo qüe as avaliações foram

efetuadas aos 6 e 45 dias após o início dos tratamentos.

No terceiro experimento foram utilizadas plantas com um ano de idade,

cultivadasem viveiro, em sacolascontendo substrato compostopor 70% de solo

e 30% de estéreo de curral peneirado que receberam adubação básica composta

por 1,0 kg de cloreto de potássio e 3,0 kg de super fosfato simples por m3 de

mistura, no plantio. As plantas foram retiradas das sacolas e as raízes lavadas em

água corrente em abundância. Foram colocadas duas plantas por vaso plástico,

em um volume de 8L de solução nutritiva (Tabela 1) contendo o nitrogênio
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-.1.

fornecido sob a forma de nitrato e /ou amônio, com concentração final de 8

mmol/L de N, nas seguintes proporções: 8mmol/L N03', 4 mmol/L N03" +

4mmol/L NH/ e 8 mmol/L NH/. Ao final de sete dias foi coletado o exsudato

do xilema e nestas amostras quantificados apenas aminoácidos.

3.2 Determinação do pH e N total da areia utilizada

O pH da solução da areia utilizada durante o experimento foi

determinado segundo a metodologia descrita por Delú Filho (1994). Tomaram-

se cinco amostras de 10 g cada, que foram transferidas para beckers de 40 mL

contendo 25 mL de uma solução de CaCl2 0,01 mol/L. Após agitação por cinco

minutos, os beckers foram colocados em repouso para decantação da areia e a

leitura do pH efetuada no sobrenadante.

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

quantificação do elemento utilizando-se o método de micro-Kjhedal.
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Tabela 1. Composição da >soluções nutritivas (Lemos, 1996).

Solução
Sal estoque Proporção de nitrato e amônio

(mol.L') (m mol.L )
0/0 8/0 4/4 0/8

Volume da solução estoque (ml.L'1)

Ca(N03), 0,50 - 6,0 - -

KN03 0,50 - 4,0 . -

(NH4)2S04 0,50 - - 8,0 -

(NH4)2(HP04) 0,50 - - 2,0
CaS04 0,01 150 - 100 150
KC1 0,50 2,0 - - 4,0
MgS04 0,50 2,5 5,0 2,5 2,0
NaH2P04 0,50 2,0 2,0 2,0 -

K2S04 0,50 2,0 1,0 3,0 1,0
CaCl2 0,50 - 1,0 -

Na2S04 0,50 - - 1,0

Solução de micronutrientes

í tn mol.L'1)
H3B03 25,00 1,0 1,0 1,0 1,0
CuS04 0,50 1,0 1,0 1,0 1,0
Fe-EDTA 20,00 1,0 1,0 1,0 1,0
H2Mo04 0,50 1,0 1,0 1,0 1,0
MnS04 2,00 1,0 1,0 1,0 1,0
ZnS04 2,00 1,0 1,0 1,0 1,0
Elemento Concentração total (mg L'1)
N 0 112 112 112

P 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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33 Atividade da enzima redutase do nitrato

A atividade da enzima redutase do nitrato foi determinada in vivo, em

tecidos de raízes das plantas de seringueira. Foram utilizados 500 mg de tecido

de raízes laterais, destacadas na inserção com a raiz principal e segmentadas

com cerca de 5mm de comprimento e transferidos para recipientes plásticos de

corpreta, com capacidade aproximada de 20 mL, contendo 5 mL de um meiode

incubação composto por tampão fosfato 0,1 mol/L, pH 7,5, 100 mmol/L de

KN03 e 5% de n-propanol (v/v), segundo metodologia adaptada e sugerida por

Cairo et ai. (1994). As amostras foram levadas para infiltração a vácuo durante

um minuto, repetido-se por duas vezes. Os tubos foram então transferidos para

banho-maria a 30° C, com agitação no escuro. Aos 10 e 40 minutos foram

retiradas alíquotas de 500 uL e adicionadas ao meio de reação contendo 1 mL de

sulfanilamida 1% (p/v) em HC11,5 N, 1 mL de N-2-naftil etilenodiamino di-HCl

0,02 % (p/v) e 1,5 mL de água MilliQ. O nitrito formado foi quantificado

colorimetricamente, por meio de leitura em espectrofotômetro DU 640B,

Beckman,USA, a 540 irai e comparadas contra uma curva padrão para nitrito. A

atividade da enzima foi expressa emumol deNO2" .mg"' proteína.hl.

3.4 Enzimas de assimilação do amônio

3.4.1 Obtenção dos extratos enzimáticos

Foram avaliadas as atividades das enzimas sintetase da glutamina (GS)

e sintase do glutamato dependente do NADH (NADH-GOGAT). Foram

utilizados tecidos de raízes para avaliações da sintase do glutamato e raízes e

lâminas foliares, para sintetase da glutamina. O material foi coletado ao final de

cada período de avaliação, sendo a primeira coleta após três horas de exposição

à luz e considerado o tempo zero ás 10:00 da manhã. O material vegetal foi

23



envolvido em papel alumínio, colocado em N líquido e armazenado em freezer-

80°C até o momento das análises.

O extrato brutofoi obtido tomando-se entre0,5 a l,0g do tecido vegetal,

que foi macerado emgraal com 5 mL de um meio contendo 4,75 mL de tampão

Tris-HCL 0,1 mol/L, pH 7,5; 2 mmol/L de Ditiotreitol (DTT); 1 mmol/L de

Fluoreto de Fenihnetilsulfonil (PMSF) e 10% (p/v) de polivinilpolipirrolidoma

(PVPP) e em seguida, centrifugado a 16.000g por 20 minutos a 4°C. Durante a

extração as soluções 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 alíquota de 300 uL do extrato

bruto emummeio de reação contendo 200 uL de Tris-HCL 0,5 mol/L, pH 7,5;

lOOuL de 2-mercaptoetanol 0,1 mol/L; 50 uLde sulfato de magnésio 0,4 mol/L;

150 ul de NH2OH.HCl; 0,1 mol/L; 100 uL de ATP 0,1 mol/L e 100 uL de

glutamato 0,5 mol/L, sendo o volume final do ensaio de 1000 ul.

O meio de reação foi levado ao banho-maria por 30 minutos a 30°C,

comagitação. Apósesseperíodo, a reação foi paralisada pela adição de 1mL de

solução contendo cloreto férrico 0,3 mol/L, 0,67 mol/L de HC1 e 0,20 mol/L de

ácido tricloro acético, seguida de centrifugação a 3000 rpm por 5 minutos. O

quelato Fe-L-gutamil-Y-hidroamato (GHA) produzido foi determinado em

espectrofotômetro a 540 nm(Ratajczack.1981) e a atividade enzimática expressa

em umoles GHA mg^proteína.min*1.
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3.4.3. Ensaio da sintase do glutamato dependente do NADH (NADH-

GOGAT)

Tomou-se uma alíquota de 100 pX do extrato cru obtido de raízes, ao

qual foi adicionado um meio contendo 500 uL de tampão Tris-HCl 0,5 mol/L,

pH 7,5; 100 uL de glutamina 15 mmol/L; 100 uL de 2-oxoglutarato 15 mmol/L;

100 uL de cloreto de potássio 10 mmol/L. O meio foi incubado por três minutos

a 25°C e em seguida foram adicionados 100 uL de NADH, sendo monitorada a

oxidação do poder redutor a cada minuto, durante 10 minutos, por

espectrofotometria, em comprimento de onda a 340nm(UV). A atividade

enzimática foi expressa emumoles GLU rag~lproteína.mm*.

3.5 Determinação de proteínas solúveis

A determinação da proteína solúvel foi realizada pelo método Bradford

(1976), utilizando a albumina serina bovina como padrão e nos mesmos extratos

brutos utilizados para os ensaios enzimáticos. As amostras foram incubadas com

o reagente Comassie G-250 em temperatura ambiente por cinco minutos e

absorbância determinada a 595nm.

3.6 Coleta do exsudato de xilema

O exsudato de xilema foi obtido por meio de metodologia adaptada de

Scholanderet ai. (1965), Milbum e Ranasinghe (1996) e Stoermeret ai. (1997).

As plantas foram decapitadas a uma altura aproximada de 8 cm e retiradas dos

vasos. As raízes foram lavadas em água 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 inserção do sistema radicular. Esse material foi
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transferido para uma bomba de pressão do tipo Scholander, deixando a

extremidade cortada do caule acima da câmara. Efetuou-se um novo corte na

extremidade do caule que foi lavado com água MilUQ em toda sua extensão

(Rennenberg, Schneider e Weber, 1996). Foi aplicada uma pressão entre 0,3 a

0,5 bar, testada anteriormente, para favorecer o início da coleta (Stoermer et

ai.1997). O primeiro fluxo foi descartado a fim de eliminar possível

contaminação. Com umaseringadescartável inseridana região central do xilema

e com uma suave sucção, transferiu-se exsudato para o interior da seringa. Os

exsudatos foram coletados por um período entre 15 e 20 minutos e colocadas em

microtubos, congelados em nitrogênio líquido e armazenados em freezer a -

80°C até realização das análises.

3.7 Quantificação de nitrato em seiva do xilema

O nitrato foi quantificado em plantas tratadas com 8 mM de N03' e

monitoradasdo tempozero até 144horas (6 dias).Foi utilizadaa metodologiade

Cataldo (1975) reduzindo o volume dos reagentes, considerando o volume

disponível das amostras. Tomou-se um volume de 50 uL de cada amostra e

foram adicionados 200 uL de ácido salicílico a 5% diluído em ácido sulfúríco

concentrado (g/v) e deixado em temperatura ambiente por 20 min. Em seguida,

foram adicionados, lentamente, 4,75 mL de NaOH 2M e, após resfriamento em

temperatura ambiente, foi efetuada leitura em espectofotômetro com

absorbância de 410 nm. Foi utilizada como parâmetro uma curva padrão com

concentração entre0-240 nmol.L"1 de KN03.
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3.8 Quantificação de aminoácidos na seiva do xilema

Os aminoácidos do xilema foram separados e analisados por meio de

cromatografia líquida de alta pressão (HPLC), por fase reversa e derivatização

de aminoácidos com orthophthalaldeído (OPA) baseado no método descrito por

Puiatti e Sodek (1999). O OPA reage com aminas primárias na presença 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 reação de 1,5 minuto. Após

a reação tomou-se, em uma microseringa, o volume de 10 uL do tampão, 10 uL

da amostra preparada e novamente 10 pi do tampão. O volume total (30 uL) foi

injetado no equipamento e iniciada a separação. Foi utilizada uma coluna

Spherisorb ODS-2 (5um, 4x250mm) e a eluição realizada em gradiente linear a

0,8 ml/minuto, sendo a solução eluente composta de metanol 65% e tampão

fosfato-acetato com pH 7,25, 50 mmol/L acetato de sódio, 50 mmol/L Na2HP04,

1,5 ml ácido acético, 20 ml de tetrahidrofuran e 20 ml de metanol em 1 litro de

água. O gradiente foi obtido alterando-se a proporção do metanol 65% em

relação ao tampão. A proporção aumentou de 20% a 60% entre 0 e 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 fluorescência

Shimadzu (modelo RF 350), operando com excitação em 250 nm e emissão em

480 nm. Os dadosobtidos foramcomparados com o Padrão SigmaSI 8 com 2,5

umol aa/ml (diluído dez vezes) e foram expressos em percentual do total de

aminoácidos recuperados, excluindo-se a prolina, a qual não forma derivado em

OPA.
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3.9 Análise dos dados

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANAVA), sob fator

único, sendo os valores médios contrastados pelo teste de Tukey. Tanto na

ANAVA quanto no teste Tukey o nível de significância foi de 5%.

28



RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Atividade da redutase de nitrato (ARN)

A Figura 1 apresenta a atividade da enzima redutase de nitrato em raízes

de plantas de seringueira na presença de 8 mM de N03" avaliada durante um

período de 144 horas (seis dias), expressa em função da proteína quantificada

(atividade específica). Observa-se que a atividade máxima da enzima ocorreu no

intervalo de tempo entre 12 e 24 horas. Nos tempos 48 e 72 horas verificou-se

uma redução da atividade e voltou a aumentar no tempo 144 horas (seis dias).
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FIGURA 1. Atividade específica da redutase do nitrato em raízes de plantas

jovens de seringueira cultivadas em solução nutritiva com 8mrnol/L

de N03 durante um período de 144 horas - média de três repetições

(UFLA/MG, 2001).
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Uma resposta rápida da enzima, em raízes, na presença do nitrato, como

verificado no presente trabalho, foi anteriormente descrita por Melzer et ai.

(1989). Os resultados aqui encontrados demonstram a indução da enzima pelo

seu substrato. Resposta semelhante foi encontrada por Delú-Filho et ai. (1997)

em raízes de plantasjovens de seringueira quando os autores veríficaram que a

atividade da RN foi estimulada positivamentepelo aumento da concentração do

nitrato ao meio de cultivo até 12mmol/L. Há indicações também de que a

enzima é pré-existentenas raízes comopode ser verificado no tempo zero. Tal

informação necessita de confirmação sobre a existência do nitrato nas sementes,

o qual não foi quantificado no presente trabalho.

Por outro lado, a redução verificada no tempo de 48 horas pode ser

conseqüência de uma regulação da RN pelo próprio nitrato como sugerido por

King et ai. (1993) ou pelo acúmulo de substâncias resultantes da redução e

assimilação. A queda na ARN, nessas condições, parece ser um interessante

mecanismo de preservação ou manutençãoda integridade celular, uma vez que o

nitrato, sendo acumulado nos vacúolos, é muito menos tóxico do que o nitrito e

amônio, produtos estes resultantes da rota assimilatória do nitrato.

Simultaneamente, a síntese do glutamato e glutamina estaria regulando

negativamente a ARN, como descrito por Vicentz et ai. (1993).

A Figura 2 apresenta a ARN nas raízes de plantas de seringueira na

presença de nitrato e/ou amônio avaliada aos 6 e 45 dias. Houve uma maior

atividade da enzima RN quando a fonte de nitrogênio utilizada foi apenas nitrato

e reduziu quando na presença do amônio, confirmando os resultados

anteriormente obtidos por Lemos et ai. (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 ai. (2000), trabalhando com plantas de chicória, quando o

autor verificou que na fase inicial de crescimento até os 42 dias a ARN foi maior
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e após esse período diminuiu, indicando alterações na assimilação e

particionamento do nitrogênio.
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FIGURA 2. Atividade específica da redutase de nitrato em raízes de plantas

jovens de seringueira cultivadas em solução nutritiva na ausência de

nitrogênio (S/N), 8mmol/L N03" (nitrato); 4mmol/L N03" + 4mmol/L

NH»+ (nitrato/amônio) e 8mmol/L NH,+ (amônio) aos 6 e 45 dias

após indução dos tratamentos - média de três repetições (UFLA/MG,

2000).

4.2 Proteínas em raízes e folhas

As plantas cultivadas na presença de 8 mM de nitrato por um período de

144 horas apresentaram os maiores valores de proteínas em folhas entre os

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

horas.

31



Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram que há uma pequena

quantidade de proteínas solúveis nas raízes de plantas jovens de seringueira

quando comparadas com os valores encontrados nos tecidos foliares.

A menor disponibilidade de proteínas solúveis em raízes ocorre no

tempo entre 12e 24 horas. Comparando coma ARNno períodocorrespondente

tem-se um indicativo que a assimilação do nitrogênio ocorreu utilizando-se

esqueletos de carbono a partir da hidrólise de proteínas. Por outro lado, raízes

são altamente dependentes de poderredutor e energia metabólica produzidos na

parte aérea e que estão presentes em quantidades restritivas nesses tecidos. É

possível que haja uma demanda adicional requerida da parte aérea e

retranslocadas, via floema, para o sistema radicular com a finalidade de atender

à alta atividade biossintética verificada nesses tecidos e também à síntese de

compostosorgânicos, em especial aminoácidos e amidasque serão transportados

via xilema, ou seja, grande parte da proteína é utilizada, não permitindo seu

acúmulona fase inicial de desenvolvimento das plantas.

TABELA 2. Proteínas solúveis em raízes e folhas de plantas jovens de

seringueira cultivadas em solução nutritiva com 8 mmol/L de

nitrato, durante um período de 144 horas.

Proteínas(mg.g1 MF)

Tempo 0 12 24 48 72 144

(h)

Raízes 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 correspondentesàs proteínas solúveis

quantificadas em folhas (a) e raízes (b) de plantas jovens de seringueira

cultivadas em solução nutritiva na ausência de nitrogênio (S/N), 8mmol/L N03"
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(nitrato); 4mmol/L N03"+ 4mmol/L NHV (nitrato/amônio) e 8mmol/L NH4*

(amônio), aos 6 e 45 dias após indução dos tratamentos.

Não foi verificada uma resposta significativa entre os tratamentos nos

valores de proteínas solúveis em raízes avaliadas aos 6 dias após início dos

tratamentos. Contudo, observa-se um aumento aos 45 dias nas raízes de plantas

cultivadas com nitrogênio na combinação nitrato/amônio. Tal resultado foi

também constatado por Lemos (1996), tendo ocorrido uma tendência de maior

acúmulo de proteínas totais e de matéria seca em plantas cultivadas em solução

na qual foi adicionado o amônio.
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FiGURA 3. Proteínas solúveis em folhas (a) e raízes (b) de plantas jovens de

seringueira em solução nutritiva na ausência de nitrogênio (S/N),

8mmol/L N03" (nitrato); 4mmol/L N03' + 4mmol/L NH/

(nitrato/amônio) e 8mmol /L NKf (amônio), aos 6 e 45 dias após

indução dos tratamentos (UFLA/MG, 2001).
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4.3 Atividade da enzima sintetase da glutamina

As plantas cultivadas na presença de 8mmol/L de N03' por um período

de 144 horas apresentaram a máxima atividade da enzima sintetase da

glutamina,emraízes, no tempo24 horas (Figura4).

Atividade específica da GS nas raízes foi superior quando comparada

coma atividade da enzima emlâminas foliares, especialmente até 24horas após

adição do nitrato. Trabalhos anteriores indicaram uma atividade enzimática nas

raízes muito baixa (Delú-Filho et ai. 1997, Lemos et ai. 1999 e Costa Netto

1998). Entretanto, no presente trabalho, a apresentação dos resultados

considerando a atividade específica parece demonstrar melhor a eficiência do

sistema de assimilação donitrogênio nasraízes de plantas jovens de seringueira.

Possivelmente, pelas condições de cultivo, particularmente com relação

à baixa radiação fotossinteticamente ativaa que as plantas estavamsubmetidas,

a produção de compostos de carbono não foi suficiente para atender a

assimilação de todo amônio disponível após 24 horas do início do tratamento.

Provavelmente, também, a falta de energia metabólica e esqueletos de carbono

para assimilação de todo nitrato reduzido foi responsável por uma redução da

atividade da enzima após o tempo 24 horas.

Considerando ainda que trabalhos anteriores (Dèlú-Filho et ai., 1998;

Lemos et ai., 1999) demonstraram que a assimilação do nitrogênio, em plantas

jovens de seringueira, ocorre basicamente no sistema radicular, há aqui uma

indicação de que outras partesda plantarespondem pela demandagerada nestes

tecidos.

Em folhas, não houve alterações significativas na atividade da enzima.

Deve ser considerada ainda a liberação do amônio, via fotorrespiração, o qual

estaria também respondendo pela alta atividade da GS em folhas como já

discutido por Lea (1997). Especialmente porque foi constatado po meio da
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análise da seiva do xilema, que não houve o transporte do amônio para a parte

aérea dessas plantas (dados não apresentados).
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FIGURA 4. Atividade da enzima glutamina sintetase (GS) em raízes e folhas de

plantas jovens de seringueira cultivadas em solução nutritiva com

8mmol/L de N03, durante um período de 144 horas (UFLA/MG,

2001).

Seith et ai. (1994), trabalhando com plantas de beterraba, consideraram

que a atividade da GS na ausência de nitrato é parte de um mecanismo para

reassimilar o amônio liberado durante a proteólise e metabolismo de proteínas.

Já a síntese da GS na presença da luz e nitrato indica a dominância da

assimilação do nitrato.

A assimilação do nitrogênio e, consequentemente, a produção da

glutamina poderia explicar a redução da atividade da GS, em raízes, no tempo de

48 horas, uma vez que esse aminoácido tem ação reguladora na atividade da

enzima, como já relatado na literatura (Lea, 1997).
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Vézina et ai. (1987) encontraram um efeito positivo do nitrato sobre a

atividade da enzima em ervilha. Purcino et ai. (1992), trabalhando com sete

cultivares de milho encontraram também um efeito positivo do nitrato sobre a

concentração da GSi e GS2.

A atividade da enzima nas plantas cultivadas em solução nutritiva

contendonitratoe/ouamônio é apresentada na Figura5. Verifica-se que, aos seis

dias, a atividade da GS, em folhas, foi alterada na presença no nitrogênio com

redução de sua atividade no tratamento que recebeu o nitrato e aumento

significativo nas plantas que receberam o amônio exclusivamente. No entanto,

aos 45 dias não apresentou resposta clara aos tratamentos.

Em raízes, aos seis dias, as plantas que receberam apenas o nitrato

apresentaram uma maior atividade específica da enzima, no entanto aos 45 dias

as maiores atividades foram encontradas nas plantas que receberam apenas

amônio e plantas cultivadasna ausência do nitrogênio (Figura5). A atividade da

enzima em plantas cultivadas em solução contendo apenas amônio indica que a

seringueira mantém um processo de assimilaçãoativo do N, evitando neste caso

o acúmulo de amônio nos tecidos radiculares.

Em plântulas de pinheiro Seith et ai. (1994) encontraram ação positiva

na atividade da GS em raízes após 21 dias da adição do nitrato e amônio em

comparaçãoàs plantas controle, especialmente em raízes. Em plantas de Pisum

sativum, Vézina et ai. (1987) encontraram atividade da GS 3,6 vezes maior em

raízes com nitrato, as quais não responderam à aplicação de amônio. Em

contraste Mack e Tischner (1990) encontraram um efeito estimulante do amônio

na atividade da GS em raízes primárias e laterais de beterraba quando

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

raízes (b) de plantas jovens de seringueiras cultivadas em solução

nutritiva na ausência de nitrogênio (S/N), 8mmol/L N03" (nitrato);

4mmol/LN03"+ 4mmol/L NH,+ (nitrato/amônio) e 8mmol/l NH»*

(amônio) aos 6 e 45 dias após indução dos tratamentos (UFLA/MG,

2001).
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Delú Filho (1994) discute, ainda, a baixa atividade da enzima nos tecidos

de raiz, em baixa concentração de nitrato. Ela pode ser resultado do processo

regulatório que atua em condições de baixo fornecimento de C e/ou N para a

planta, mantendo a enzima em sua forma inativa como alternativa para outras

rotas metabólicas, como para o processo de absorção e redução do nitrato após o

fornecimento exclusivo desse íon para a planta que estimula a glicólise,

havendo, portanto, aumento da demanda de C metabolicamente ativo. Ratajczak

et ai. (1981) observaram que a atividade da GS foi inibida na presença de baixa

concentração 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 órgãos da planta

em relação à fonte de nitrogênio utilizada.

4.4 Atividade da enzima sintase do glutamato

Com relação ao comportamento da enzima GOGAT-NADH, em raízes

de plantas que receberam solução nutritiva contendo 8mM de nitrato por um

período 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 não são conclusivos. Há relatos de que o nitrato

exerce influência positiva sobre a síntese de novo e ativação (Oaks, 1994) como

observado no período de tempo até 24 horas. Contudo, a redução que se segue

pode ser justificada pela baixa disponibilidade de poder redutor em

conseqüência das condições de cultivo a que as plantas estavam submetidas,

como já discutido anteriormente.
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FIGURA 6. Atividade da enzima GOGAT- NADH em raízes de plantas jovens

de seringueira cultivadas em solução nutritiva com 8 mM de N03",

durante um período de 144 horas (UFLA/MG, 2001).

A Figura 7 apresenta a atividade da enzima GOGAT-NADH em raízes

de plantas cultivadas na ausência de nitrogênio; 8mM N03"; 4 mM N03*+4mM

NH/ e 8 mM NH/ aos 6 e 45 dias após indução dos tratamentos.

Verifica-se que a atividade da enzima foi levemente aumentada na

presença de nitrato aos seis dias, sendo que aos 45 dias houve redução da

atividade específica da enzima nas plantas que receberam solução nutritiva

contendo nitrato e amônio. Esses resultados são semelhantes aos encontrados em

trabalhos anteriores. Delú Filho et ai. (1998) verificaram que a presença do

nitrato não produziu efeito algum sobre a atividade da GOGAT-NADH em

raízes de seringueira. Lemos et ai. (1999) encontraram que a adição gradativa do

amônio e redução da concentração do nitrato aumentaram progressivamente a
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atividade da enzima até a concentração de 2mM/ 6mM de nitrato e amônio e

estabilizaram-se no tratamento só com amônio.
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FIGURA 7. Atividade da enzima sintase do glutamato-NADH em plantas jovens de

seringueiras cultivadas em solução nutritiva na ausência de nitrogênio

(S/N), 8mmol/L N03" (nitrato); 4mmol/L N03* + 4mmol/L NU,*

(nitrato/amônio) e 8mmol/l NH»+ (amônio) aos 6 e 45 dias após indução

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 presença de 8 mM N03" por

um período de 144 horas.Verifica-se que as maiores quantidades de nitrato

foram transportadas no tempo 24 horas após o início dos tratamentos e

diminuíram 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 raízes pode ser transportado para folhas, especialmente em plantas

que recebem nitrogênio sob esta forma e seu transporte está relacionado com a

concentração externa do íon, idade e desenvolvimento. Em geral, à medida que

aumenta a concentração externa, a proporção que é transportado também

aumenta.

Deve ser considerado ainda que altas taxas de redução de nitrato na raiz

exigem fornecimento de esqueletos de carbono, energia e poder redutor para

assimilação do amônio produzido. Assim, os resultados sugerem que o

transporte foi também um mecanismo de controle para evitar o acúmulo de íons

de N02"e NHj+nos tecidos da raiz.

I6-1

I
I 4

12 24 48

Tempo (h)

72 144

FIGURA 8. Nitrato transportado em seiva de xilema de plantas jovens de

seringueira cultivadas em solução nutritiva com 8 mM de N03",

durante um período de 144horas (UFLA/MG, 2001).
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FIGURA 9. Aminoácidos transportados na seiva do xilema de plantas jovens de seringueira cultivadas em solução nutritiva
contendo 8mM de nitrogênio na forma de nitrato, por um período de 144 horas (UFLA/MG, 2001).
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FIGURA 10. Aminoácidos transportados no xilema de plantas jovens de seringueiras cultivadas em solução nutritiva na ausência de

nitrogênio (S/N), 8mM NO.," (nitrato); 4 mM N03" + 4mM NH4+ (nitrato/amônio) c 8 mM NE,* (amônio), aos seis

dias após indução dos tratamentos (UFLA/MG, 2001).
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Alteraçõesno transportede aminoácidos são freqüentemente relacionadas

na literatura também como conseqüência de alterações no suprimento de água.

Considerando que as plantas utilizadas no presente experimento foram

cultivadas com solução nutritiva, não foi possível analisar tais condições.

Entretanto, Schmidt e Stewart (1998) identificaram que espécies de florestas

tropicais úmidas tendem a transportar maiores quantidades de arginina somente

no pico da estação seca ou na senescência de folhas de plantas decíduas. Tal

informação deve ser analisada para o caso da seringueira, uma vez que, em

condições de campo, a senescência de folhas na estação seca provavelmente

estaria promovendo uma alteração no transporte de compostos nitrogenados

através do xilema. Do mesmo modo, a fase de crescimento deve também ser

considerada, pois foram observadas alterações em função do tempo do

tratamento e idade das plantas. Druart et ai. (2000) encontraram mudanças

significativas na composição de aminoácidos em raízes e parte aérea de plantas

de chicória em função do seu desenvolvimento. O conteúdo de glutamina foi

maior nos primeiros dias após semeadura até cerca de 56 dias. Após este

período, diminuiu.

Os trabalhos realizados até a presente data têm sido com plantas jovens de

seringueira, especialmente pelas dificuldades de coletade exsudatos em plantas

lenhosas adultas. Identificar alteraçõespromovidasno transporte de aminoácidos

através do xilema em conseqüência do estádio de vida da planta pode ser uma

informação importante quanto ao metabolismo no nitrogênio na espécie e suas

conseqüências na produção.
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5 CONCLUSÕES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho pode-se concluir

que houve indução da atividade da enzimaRN pelo nitrato, representadapor sua

máxima atividade já no primeiro intervalo de tempo avaliado.

A presença do nitrogênio, independentemente da forma utilizada

promoveu alterações na atividade das enzimas sintetase da glutamina e sintase

do glutamato- NADH.

As plantas cultivadas na presença de nitrato transportaram esses íons

através do xilema. Glutamina e asparagina são os aminoácidos predominantes na

seiva do xilema, independentemente da forma de nitrogênio utilizada e podem

alternar entre si em função da fonte de nitrogênio fornecido e idade da planta.
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