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RESUMO

COSTA-NETTO, Ant6nio Paulino da. Efeito da presenca de nitrogénio exégeno
(N-NO; e/ou N-NH,"), sobre a atividade das enzimas de assimilacio do
aménio e remobilizacio de reservas durante a germinaciio e desenvolvimento
inicial de plantas de Serigueira (Hevea brasiliensis Muell Arg.). Lavras: UFLA,
1996. 44p. (Disserta¢do -Mestrado em Fisiologia Vegetal).

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da auséncia de nitrogénio e do seu
fornecimento nas formas de N-NOs™ e/ou N-NH,’, sobre a remobilizagéo das reservas
da semente, especialmente as nitrogenadas sobre, a produgdo de massa seca e sobre a
atividade das enzimas Glutamina Sintetase (GS), Glutamato Sintase dependente de
NADH (NADH-GOGAT) e dependente de Ferridoxina (Fd-GOGAT); e da Glutamato
Desidrogenase (GDH), durante a germinagdo e estadios iniciais de desenvolvimento de
plantas de seringueira (Hevea brasiliensis Muell Arg). Este experimento foi
conduzido em casa de vegetagio e em sala-de-crescimento por um periodo de 86 dias
onde foram fornecidas solu¢des nutritivas com as relages 0/0, 8/0, 0/8, 4/4 mM de
nitrogénio na forma de nitrato e aménio com concentragio de 8 mM e solugdo
nutritiva sem nutrientes. As plantas foram cultivadas em vasos plasticos contendo 3,5
litros de areia como suporte de cultivo. As solugbes nutritivas foram trocadas a cada
sete dias. Foram avaliados em cada fase do desenvolvimento das plantas o acimulo de
massa seca, o teor de proteinas, o conteado de nitrogénio e a atividade das enzimas de
assimilagio do aménio. Os resultados obtidos mostraram que o fornecimento de
nitrogénio no meio de cultivo, ndo favoreceu o acumulo e a distribui¢do de massa seca
e do conteudo de nitrogénio, nos estadios de desenvolvimento de emissdo de radicula,
pata de aranha e palito. Para o estadio de segundo langamento foliar no tratamento
onde se forneceu nitrogénio na forma amoniacal foi encontrado a menor massa seca €
o maior conteido de nitrogénio. O menor conteiido de nitrogénio foi observado no

tratamento onde nio se forneceu nutrientes. A remobilizagdo das reservas da semente




SUMMARY

EFFECT OF THE PRESENCE OF EXOGEN NITROGEN (N-NO;' AND/OR N-
NH,") ON THE ACTIVITY AMONIUMM ASSIMILATING ENZYMES AND
THE REMOBILIZATION OF RESERVES DURING GERMINATION AND
INITIAL DEVELOPMENT OF RUBBER TREE SEEDLINGS (Hevea
Brasiliensis MUELL ARG.).

The objective of this work was to evaluate the effects of nitrate and/or ammonium on
the remobilization of seed storage nitrogem, dry matter production and activity of
amoniumm assimilating enzymes (GS, NADH-GOGAT, FD-GOGAT and GDH)
during germination and initial development of rubber tree seedlings. This experiment
was conducted in greenhouse and growth chamber during a period of 86 days. The
plants were provided with nutrient solution with or without 8 mM nitrogen and
different ratios of nitrate and amoniumm (0/0, 8/0, 0/8, 4/4). Nutrient solutions were
changed at sevem days intervals. At each developmental, phase dry matter, protein and
nitrogen content, and the activity of amoniumm assimilation enzymes were evaluated.
The results showed that the presence of exogenous nitrogen did not affect dry matter
production and distribuition, nitrogen remobilization and the nitrogen ‘content. The
presence of exogenous nitrogen did not affect the activity of GS and FD-GOGAT in all
stages of seedling development. Major activity of NADH-GOGAT and GDH was
observed (in roots) in the presence of nitrate and amoniumm. High activity of GDH

was observed in leaves in the presence of amoniumm.




1 INTRODUCAO

O nitrogénio é o elemento mineral que se encontra em maiores concentragdes
nos vegetais superiores, sendo encontrado num vasto numero de constituintes
celulares, principalmente as proteinas. No solo o nitrogénio se encontra disponivel
principalmente na forma nitrica (NO5) e amoniacal (NH,"). A aquisi¢do do nitrogénio
mineral do solo pelas plantas e a sua capacidade de absorve-lo e reduzi-lo
independente da forma disponivel (N-NOs™ e/ou N-NH,") pode afetar a atividade ¢ a
expressdo das enzimas responsaveis pela sua assimilagio, alterando desta forma o
crescimento e o desenvolvimento das plantas. _

Durante a germinagdo, os carboidratos, lipideos, proteinas e minerais
constituintes da semente sio intensamente hidrolisados e remobilizados afim de
atenderem a demanda de crescimento do eixo embrionario, fornecendo energia e
material plastico para o posterior desenvolvimento da plintula. Durante este processo
as reservas nitrogenadas, constituidas basicamente por proteinas e aminoacidos s3o de
fundamental importancia.

Este nitrogénio mobilizado dos 6rgdos de reserva se deve, na maioria, a
atividade de proteases que realizam a hidrolise das proteinas de reserva, ja que a
quantidade de aminoacidos livres ou mesmo a concentragdo de N-NOs" ¢ N-NH,™ é
normalmente pequena. Estes aminoécidos liberados pela hidrolise das proteinas podem
sofrer aminagBes, desanimagdes, ou transaminacdes e serem transportados para

atender as exigéncias das regiGes de crescimento.




Na literatura existem informacdes de que as reservas nitrogenadas das sementes de
Hevea brasiliensis Muell Arg. sio suficientes para atender a demanda da planta
durante os seus estadios iniciais de desenvolvimento (Deli-filho, 1994; Lemos, 1996).
Entretanko niio existem relatos dos efeitos do NOj;™ e/ou NH," sobre a remobilizagdo
das reservas e o comportamento das enzimas de assimilagdo do nitrogénio (GS,
GOGAT e GDH) durante este periodo.

Este trabalho teve como objetivo estudar os efeitos da auséncia de nitrogénio e
do seu fornecimento nas formas de N-NO; e/ou N-NH,", sobre a remobilizagdo das
reservas da semente, especialmente as nitrogenadas sobre, a produgio de fitomassa e
sobre a atividade das enzimas Glutamina Sintetase (GS), Glutamato Sintase
dependente de NADH (NADH-GOGAT) e dependente de Ferridoxina (Fd-GOGAT),
e da Glutamato Desidrogenase (GDH), durante a germinagio e estidios iniciais de

desenvolvimento de plantas de seringueira (Hevea brasiliensis Muell Arg.).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1) Efeito de diferentes relagises N-NOs e N-NH,', na distribuicao e producdo de
massa seca

O nitrogénio encontra-se no solo tanto sob a forma organica quanto mineral,
predominando a forma orgénica, que ndo é prontamente absorvida pelas plantas. Com
o processo de mineralizagio, mediados por microorganismos, formam-se inicialmente
ions aménio que podem ser prontamente absorvidos, ou sofrer o processo de
nitrificagéio, que consiste na oxidag¢do bioldgica do aménio a nitrito e posteriormente a
nitrato. Invariavelmente estas reagdes sio mediadas no solo pela atividade de dois
grupos de bactérias, as Nitrossomonas (aménio a nitrito) e as Nitrobacter (nitrito a
nitrato).

Na maioria dos solos cultivados, a forma predominante de nitrogénio é o
nitrato, sendo esta a forma mais utilizada pelas plantas superiores. Contudo, em solos
acidos, onde a nitrificaciio ¢ freqgiientemente inibida, o ion aménio se torna a forma
predominante de nitrogénio absorvida pelas plantas.

Deli-filho (1994), estudando o fornecimento de diferentes concentra¢des de
nitrato em plantas de seringueira com 360 dias de idade, observou que o maior
acumulo de massa seca da parte aérea ocorreu nas concentragdes 8 e 12 mM,
enquanto que para o sistema radicular foram observadas melhores respostas nas
concentragdes de 1, 2 ¢ 4 mM. Ja Lemos (1996) trabalhando plantas aos 120 dias de
idade, observou um maior acimulo e distribuicio da massa seca na presenca de
nitrogénio exclusivamente na forma amoniacal ou ainda na relagio 4/4 mM de nitrato e
amdnio, quando comparadas com plantas que receberam somente nitrato no meio de

cultivo. Em espécies arboreas micorrizadas Pereira et al. (1996a), verificou respostas



significativas ao fornecimento de nitrogénio, sendo que a adic3o do nitrato aumentou a
produgio de massa seca em relagio a adicdo do amonio no meio de cultivo.

O efeito da assimilago e eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio no crescimento
de culturas anuais variam em funcio da forma de nitrogénio fornecida. Para o fejjoeiro
(Guazzelli ,1988; Silva 1994), e milho (Cramer e Lewis, 1993a), o amonio parece ser a
forma preferencial, enquanto que para a cevada (Lieffering, Andrews e Mckenzie,
1996), e o trigo (Cramer e Lewis, 1993a), o fornecimento de nitrato promove um
aumento adicional de massa seca nas plantas.

O maior desenvolvimento de plantas de milho cultivadas na presenga de amonio
se deve segundo Cramer e Lewis (1993b), &4 maior capacidade fotossintética das
plantas C, devido ao grande suporte de “carbono” fornecido para a assimilagdo do
amOnio nas raizes. Por outro lado, para a cultura do trigo, a redugdo no acumulo de
massa seca das plantas nutridas com amdnio se deve a menor assimilagdo deste
elemento e consequentemente pelo efeito toxico do mesmo no sistema radicular das
plantas. No entanto, algumas cultivares de milho se mostraram sensiveis 4 presenga de
amoénio no meio de cultivo, restringindo o seu crescimento (Schortemeyer, Stamp e
Feil, 1997), devido a sua alta exigéncia em esqueletos de carbono para incorporar o
nitrogénio via GS/GOGAT. Com o decréscimo da quantidade de carboidratos o nivel
de aménio nos tecidos aumenta promovendo uma agdo toxica nas plantas.

O amonio geralmente nio € armazenado nas células, ou entio € encontrado em
pequenas quantidades. Geralmente o efeito toxico do amédnio ocorre quando hi grande
quantidade de amonio livre no tecido, sendo que esta toxidez se deve a uma inibigao
do transporte de elétrons ndo permitindo a fosforilagio e desta forma diminuindo a
taxa de crescimento em algumas espécies como o trigo (Cramer e Lewis, 1993a).
Algumas plantas possuem a habilidade de armazenar 0 aménio em seus vacuolos

mostrando taxas de crescimento satisfatorias em altas concentragdes externas de
amonio (Ravem e Smith, 1976).



Em alguns casos segundo Jakobs e Giilpen (1997), 0 aménio pode causar um
desbalango nutricional limitando cations de grande importancia como Mg, K e Ca,
gerando clorose principalmente pela deficiéncia de Mg, sendo estes sintomas

atenuados na presenga de nitrato no meio de cultivo.

2.2) Fontes de nitrogénio (N-NOs/N-NH,’), mobilizacdo de reservas e atividade das
enzimas de assimilacido do amonio

O aménio pode ser proveniente de varias fontes: absorvido diretamente pelas
raizes; derivado da redugio do nitrato; da fixagdo do Ny; da fotorrespiragdo ou mesmo
do catabolismo de aminoacidos (Mick, 1995; Oaks, 1994). Nas plantas este amonio
sofre seguidas redugbes produzindo glutamina pela acdo da enzima Glutamina
Sintetase (GS), e posteriormente produzindo glutamato pela agdo da Glutamato
Sintase (GOGAT). Alternativamente o amonio ainda pode ser reduzido a glutamato
pela agdo da enzima Glutamato Desidrogenase (GDH). Dentre as enzimas de
assimilagdo do nitrogénio a GS, localiza-se no cloroplastideo € no citossol de folhas e
raizes (Oaks e Hirel, 1985). A GOGAT, localiza-se no cloroplastideo de folhas (Miflin
e Lea, 1977) e nos plastideos das raizes (Emes e Fowler, 1979).

Mecnally e Hirel (1983), relatam que durante a germinacdo de sementes de
amendoim a forma da GS citossolica (GS;) se mostra responsavel pela remobiliza¢do
de nitrogénio das sementes, enquanto a forma cloroplastidica (GS.) aparece durante o
processo germinativo. Do mesmo modo, observa-se um aumento gradativo da
atividade da GS, durante os quatro primeiros dias da germinagdo em sementes de
cevada (Martilla et al., 1993). A localizagdo subcelular da enzima foi descrita no
citoplasma das células epitelais, parenquimaticas e do escutelo. Por outro lado na
presenca de estresse hidrico, durante a germinagdo de ervilha, a atividade da GS; cai e
a atividade da GS, aumenta (Bhullar et al., 1996). Desta forma a remobilizagdo de
reservas fica comprometida pois hi uma redugdo da degradagio do amido nos
cotilédones diminuindo o fornecimento de carbono para o desenvolvimento do

epicotilo.



Também sio relatadas na literatura, que a GS em sua forma cloroplastidica ¢
altamente responsiva a luz e 2o nitrato, 0 que nao acontece com a GS cito;séliczg que
parece responder melhor as concentragGes de aménio no meio (Seith et al., 1994).
Neste aspecto Dembrinski, Wisniewka e Bojanowska (1996) e Tjaden, Edwards e
Coruzz (1995), descrevem sobre uma flutuago da atividade da GS, de acordo com a
quantidade de luz e atividade da Redutase do Nitrato (RN), observando-se aumentos
da GS; na presenga de luz juntamente com o aumento da atividade da RN. Na
presenga de luz vermelha durante a germinagdo, ocorreu um notado aumento do nivel
de GS, com sua completa supressio quando as sementes eram tratadas com
cicloheximida, sugerindo desta forma sua sintese de novo. Estes autores ainda atentam
que na presenca de giberelina o nivel de GS foi similar ao efeito da luz vermelha, e que
em sementes incubadas a 35 °C a GS foi inativada (Sakamoto, Takeba e Tanaka,
1990).

Sdo relatados em alguns casos a presenga de diversas isoformas de GS no
citoplasma. Segundo Sakakibara et al. (1996), Oaks (1994), Loulakakis e Angelakis
(1996), ocorre uma expressio muito grande de diferentes isoformas de GS no
citoplasma de acordo com a espécie, a fonte de nitrogénio ou mesmo do estagio de
desenvolvimento da propria planta. Carryol et al. (1997), estudando a expressdo da GS
regulada pela presenga do amdnio no meio de cultivo, observou que a expressdo desta
enzima se deve a “miltiplos elementos controladores”, que respondem diferentemente
ao mesmo estimulo em diversas partes da planta como anteras, raizes, peciolos, caules
e folhas. Dois genes citossolicos expressam alto nivel de GS; em sementes durante o
processo de germinagdo, sugerindo segundo Lam et al. (1996), que os mesmos
controlam a sintese de glutamina e o transporte de nitrogénio para fora dos orgéos de
reserva.

A quase totalidade do nitrogénio transportado em cereais encontra-se na forma
de aminoacidos. Na maioria dos casos os aminoacidos mais transportados sao
glutamina e glutamato, sendo a produgio de glutamina realizada via GS que € a enzima
chave para a assimilagdo do aménio e produgao de aminoacidos para as plantas (Lea,

Robinson e Stewart, 1990).



As plantas segundo Storey (1986), possuem varias enzimas com capacidade
hidrolitica que degradam proteinas, estas enzimas sdo chamadas proteases, e podem
ser encontradas em vaciolos, citoplasmas e cloroplastideos. Davies (1982) e
Bitencourt (1991), comentam que o fluxo metabolico que constitui o “turnover” de
nitrogénio em sementes, se deve basicamente a quebra de proteinas de reserva
liberando aminoacidos, que em seguida podem ser transportados (sofrendo ou ndo
inter-conversdes) ou formar novas enzimas e proteinas.

No que diz respeito as reservas protéicas da semente, apos a sua hidrataggo, €
notada uma fase caracteristica, composta por um declinio no conteiido de reservas
nitrogenadas e um aumento destas no embriio em desenvolvimento, podendo em
alguns casos estas reservas serem maiores no embrido que no proprio tecido de reserva
(Borjes e Rena, 1993). Segundo Sakamoto, Takeba e Tanaka (1990), durante a
dorméncia de sementes de alface algumas proteinas armazenadas proximas ao €ixo
embrionario sdo degradadas liberando NH,', que via GS produz glutamina.
Alternativamente, segundo Pearson e Ji (1994) e Avila et al. (1993), o aménio
proveniente da fotorrespiragio ¢é assimilado via GS/GOGAT no cloroplastideo,
podendo chegar em alguns casos a ser dez vezes superior a assimilagdo do aménio
originada pela redugdo do nitrato. Ja Kamachi et al. (1991), apresentam resultados em
folhas senescentes de arroz, onde a quebra da rubisco e de outras proteinas liberam
amonio, e devido a isso o nivel de GS, se mostra constante e enquanto o de GS,, e Fd-
GOGAT diminuem, sugerindo desta forma que a GS; é a enzima chave para a
remobilizagdo de aminoacidos para outras partes da planta.

De acordo com Hayakawa et al. (1994), o conteido de proteina das sementes
decresce rapidamente durante o desenvolvimento dos orgéos, devido a quebra das
proteinas de reservas, sendo também observado um aumento da atividade das enzimas
Glutamina Sintetase (GS), e Glutamato sintase dependente de NADH (NADH-
GOGAT), sendo estas as responsaveis pela produgio dos aminoacidos transportados,

que sio predominante glutamina e glutamato.



De maneira geral, observa-se que a atividade da GS varia em fun¢do da forma
de nitrogénio fornecido. Por exemplo, Miick (1995), estudando a indugdo e atividade
da GS na presenga de nitrato e amdnio em cevada observou alta atividade especifica
desta enzima na presenca de amonio para as folhas, e no sistema radicular a maior
atividade da GS ocorreu no tratamento que nio recebeu nitrogénio.

Em folhas de seringueira Deli-filho (1994), observou aumentos significativos
na atividade da GS a medida em que se aumentou o fornecimento de nitrato no meio
de cultivo. Contudo n3o foram observadas diferengas na atividade radicular da GS em
detrimento do aumento de nitrato no meio de cultivo. J& Lemos (1996), sugere que a
GS nas raizes de plantas de seringueira é dependente do amdnio produzido via RN.
Nas folhas foi observado um aumento progressivo da atividade da GS & medida que
aumentou-se a concentragdo de amonio no meio de cultivo. Ainda segundo esta
autora, nas raizes a GOGAT aumentou sua atividade a medida em que se aumentou a
concentragdo de aménio no meio de cultivo, para as folhas foi observado um
comportamento similar ao da GS.

Em raizes de plantas de milho expostas ao nitrato observa-se um actimulo de
GS; e Fd-GOGAT nos plastideos, porém, na presenca do aménio nio foram
observadas modificagGes no comportamento destas enzimas sugerindo que o nitrato
atua de forma independente na expressio da GS, e Fd-GOGAT (Redinbaugh e
Campbell, 1993). Da mesma forma, a assimilagio do nitrato pela RN ocorre
predominantemente nas células do mesofilo, enquanto a GS e a Fd-GOGAT se
concentram mais nas células da bainha, onde ocorre a assimilagio do aménio
fotorrespiratorio. No entanto sio notados aumentos dos niveis de GS,; e GS, pela
adi¢io do nitrato, fato niio observado quando a fonte de nitrogénio fornecida foi a
amoniacal. O nivel de GS; e Fd-GOGAT também aumentou nas células da bainha, e os
niveis de GS, aumentaram nas células do mesofilo quando estas foram expostas a luz
(Beker et al., 1993; Sakakibara, et al. 1992a; Yamada e Oaks, 1988).

‘Yamaya et al. (1995), relatam sobre um aumento de atividade da NADH-
GOGAT em raizes de arroz na presenca de nitrato, sendo o mesmo fato observado
quando as raizes foram supridas com aménio, também notando-se um aumento do

nivel de GS; e GS; nas raizes e folhas.



Em plantas de batata a maior fonte de reservas nitrogenadas € o tubérculo, no
entanto a GS ndo é encontrada nas folhas para a reassimilagio dos aminoacidos. Apos
varios estudos Miao et al. (1990), localizaram a GS nas células companheiras do
floema, onde é realizada a remobiliza¢io do nitrogénio para a exportagéo. Pereira et al.
(1996b), fornecem um importante suporte para esta hipdtese, devido a identificagdo de
grande quantidade de GS no tecido vascular e nas regites meristematicas, explicando
desta forma a remobilizagio de aminoacidos para a parte aérea da planta. Miao et al.
(1991), sugere que a GS serve como indicador de fonte e dreno para as plantas devido
a sua localizagio estratégica nas sementes e raizes (fontes) e nos tecidos
meristematicos (drenos).

Uma via alternativa para a assimilagdo do amdnio ¢ a rota GDH. Segundo
Lewis, James e Hewitt (1982), geralmente ocorre um aumento na resposta da GS e da
GDH em raizes e folhas tratadas com aménio. No entanto, em plantas de cevada a
reducdo do amonio ocorre em sua maioria nas folhas, onde € encontrada uma pequena
atividade da RN. Nas folhas a atividade da GS e da GDH aumentam juntamente com o
fornecimento de amonio, e nas raizes sdo notados aumentos significativos da RN a
medida que a concentra¢io do nitrato aumenta e da GDH a medida que a quantidade
de aménio aumenta no meio de cultivo. Ja plantas supridas com concentragbes
adequadas de nitrogénio e sacarose, processam normalmente a assimilaggo pela via
GS/GOGAT. Entretanto com a diminui¢do do fornecimento de sacarose € notado um
aumento da GDH, (Robinson, Stewart e Phillips 1992; Sakulka e¢ Lisa 1980),
sugerindo um aumento na atividade da GDH em tecidos senescentes, devido a baixa
fotossintese. Deste modo a alta atividade da GS nestes tecidos € decorrente da
assimilagio do glutamato formado via GDH (Robinson, Stewart e Phillips 1992).
Robinson et al. (1991), sugerem ainda que a GDH realiza a oxida¢do do glutamato na
mitocdndria em condi¢Ses de baixa disponibilidade de carbono, realizando desta forma
uma importante regulacdo do metabolismo de nitrogénio. Pahlich (1996), propde um
equilibrio de reacdo entre a GDH-MDH (malato desidrogenase)-GOT (glutamato-

oxaloacetato transaminase), envolvendo a assimilagio do amonio na mitocondria.
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Em condi¢des de estresse atmosférico como a exposi¢do a SO,, NO,, NH; e
H,S, nota-se uma maior sensibilidade da via GS/GOGAT, nfio sendo encontradas
grandes diferencas na atividade da GDH, servindo esta como uma enzima indicadora
de estresse (Schlee, Thoringer e Tinemann, 1994). Também foram observadas duas
isoformas de GDH com Km’s diferentes para o NH," onde plantas de pinus cultivadas -
em regides industriais apresentam menores Km’s e nas regides nio poluidas, maiores
Km’s. Segundo Robinson et al. (1991) e Oaks (1994), a GDH ¢ encontrada em tecidos
onde a concentragio do amonio ¢ muito alta, relacionando a atividade desta enzima a

condigGes de estresse.

No estudo da assimilago de nitrogénio por plantas associadas a ectomicorrizas
observa-se diferentes respostas de acordo com a quantidade de amonio absorvida, em
baixas concentragdes este & assimilado via GS/GOGAT, e em concentragdes maiores €
assimilado pela via GDH (Tumbull, Goodall e Stewart 1996; Pereira et al., 1996a).

Segundo Delu-filho (1994), a atividade da GDH em laminas foliares possui
respostas semelhantes as respostas da GS e da FD-GOGAT, notando-se ainda que o
nitrato exerceu um efeito positivo sobre a atividade da enzima na parte aérea, néo

provocando porém qualquer estimulo na atividade da enzima para o sistema radicular.

Estudando o controle da assimilagio do nitrogénio em sementes de milho,
Osuji ¢ Madu (1995); Stewart et al. (1995); Oaks (1995) e Fox et al. (1995),
encontraram trés isoformas de GDH. Ainda segundo Osuji e Madu (1995), estas
isoformas apresentaram diferentes comportamentos ao suprimento de aménio no meio
de cultivo. Também foi observado que a GDH e a GS sio inibidas por a-cetoglutarato
e glutamina enquanto a GOGAT ndo sofre inibigdo, promovendo desta forma a

produgio de outros aminoacidos mesmo que em baixa quantidade.
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Segundo Turano et al. (1996), resultados de virios experimentos em soja
sugerem duas formas distintas de GDH, uma plastidica e outra mitocondrial, possuindo
diferentes afinidades a co-fatores e substratos. A expressdo desta enzimas segundo este
autor é regulada por uma pequena familia de multigenes que codificam diferentes
isoformas em genes distintos. Em extratos de sementes de soja em processo
germinativo foram caracterizados duas isoformas da GDH (GDH, e GDHy) nos
cotilédones e outra no hipocotilo e raizes (GDHs). Turano et al. (1997) isolaram
diferentes isoformas de GDH em folhas de Arabdopsis_thaliana, localizadas na
mitocéndria e nos cloroplastideos. Entretanto, Hutson e Shimidt (1995), estudando a
transcrigio dos genes nucleares que codificam a GDH, sugerem um controle “pos-
codificagiio” entre a expressdo da GDH, RN e Rubisco dependendo do meio de cultivo
(quantidades de nitrato e aménio). Sakakibara, Fuji e Sugiyama. (1995), sugerem a
existéncia de genes que codificam as subunidades da GDH separadamente.



3 MATERIAL E METODOS

3.1) Obtengio das plantas e meio de cultivo

Este estudo foi conduzido em germinadores, casa de vegetagdo e sala de
crescimento durante um periodo de 86 dias, com temperaturas meédias de 27,7 °C em
casa de vegetagio, e 30 °C com fotoperiodo de 16 horas e radiagio
fotossintéticamente ativa (RFA) de 117,44 umol m? s determinada no dossel das
plantas em sala de crescimento. As plantas permaneceram em germinadores por 17
dias, e na casa de vegetagio durante 35 dias. Com o abaixamento da temperatura, o
experimento foi transferido para sala de crescimento com temperatura e fotoperiodo
controlados durante 34 dias.

As plantas de seringueira (Hevea brasiliensis Muell Arg.) utilizadas foram
obtidas a partir de sementes ilegitimas provenientes de um plantio policlonal com idade
aproximada de 40 anos, da Fazenda Agua Milagrosa, Tabapod - Sdo Paulo. As
sementes foram coletadas em fevereiro de 1996 e colocadas inicialmente em
germinadores contendo areia previamente lavada com agua de torneira e depois com
agua destilada, onde nio foi detectada a presen¢a de nitrogénio pelo método de
Kjeldah. Os germinadores foram protegidos contra a radiago solar direta por meio de
sombrite 50% mantidos a 30 cm de altura.
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A semeadura foi realizada nos germinadores que receberam irriga¢des com os
tratamentos; Agua (onde ndo se adicionou nutrientes) e em solugbes nutritivas
completas contendo as seguintes relagdes de nitrato aménio: 0/0, 8/0, 0/8, 4/4, mM,
sendo fornecidos 8 mM de nitrogénio as plantas baseados em resultados anteriores
obtidos por Lemos (1996). Cada germinador foi irrigado com uma solu¢dio nutritiva
diferente uma vez por semana, sendo realizada trés irrigacdes dirias com agua de

torneira nos dias posteriores.

Ao atingirem o estadio de “pata de aranha” as plntulas foram selecionadas de
acordo com a uniformidade das raizes, ¢ em conjuntos de cinco plantas foram
transferidas para vasos plasticos contendo 3,5 litros de areia lavada como suporte de
cultivo. Cada vaso recebeu 1500 mL de solugdo nutritiva com pH 4,0 contendo os
diferentes tratamentos (tabela 1). Deste volume colocado em cada vaso, 1000 mL
foram retidos pela areia e o excedente de 500 mL ficou depositado em um prato
colocado sob cada vaso, completando-se diariamente o volume quando necessario com

agua destilada.

Para o procedimento de troca semanal da solugio nutritiva, os 500 mL dos
pratos foram colocados nos vasos coletando-se o excedente, o qual foi retornado trés
vezes aos vasos realizando em seguida o descarte da solugdo. Posteriormente a isto
foram colocados nos vasos 1000 mL da nova solugdo, coletando-se o excedente nos
pratos. Logo depois voltou-se o0 excedente novamente aos vasos por trés vezes,
descartando-se a solugdo. O volume dos vasos foi completado com os 500 mL da
soluc@o nutritiva restante.
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Tabela 1 - Composicio das solugdes nutritivas (Lemos, 1996)

Sal  Soluggo Relacdo de Nitrato ¢ Amonio (mM)
Estoque _0/0 80 a/4 0/8
M) Volume daSolugio Est.(mi I')

Ca(NOs), 0,5 - 6,0 - -

KNO, 0,5 - 40 - -
(NH,),SO,4 0,5 - - - 6,0

NHNO; 0,5 - - 8,0 -
(NH,),HPO, 0,5 - - - 2,0
CasQ, 0,01 150 - 100 150
KCl 0,5 2,0 - - 4,0
MgSO, 0,5 2,5 50 2,5 2,0

NaH,PO, 0,5 20 2,0 2,0 -
K280, 0,5 20 1,0 30 1,0

CaCl, 0,5 - - 1,0 -
Na,SO, 0,5 - - - 1.0

Solugio de Micronutentes (mM)
H3;BO, 25 1,0 1,0 1,0 1,0
CuSO, 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
Fe-EDTA 20 1,0 1,0 1,0 1,0
H;Mo0, 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0
MnSO, 2 1,0 1,0 1,0 1,0
ZnSO, 2 1.0 1,0 1.0 1.0
Elemento ConcentragdoTotal (mg L")

N 112 112 112 112

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




3.2) Caracteristicas avaliadas
3.2.1) Determinacio de massa seca e nitrogénio total

Em cada estadio de desenvolvimento avaliado foram coletadas cinco plantas
por repetigdo, inclusive para semente quiescente. Nos estadios de desenvolvimento de
emissio de radicula, pata de aranha, e palito, a coleta ocorreu nos germinadores
respectivamente aos 7, 14, 16, dias apos a semeadura. As sementes foram separadas
em suas diferentes partes (endosperma, cotilédones e embrido), e as plantulas, no
estadio de emissdo de radicula foram separadas em endosperma e radicula, no estadio
de pata de aranha em endosperma e raiz, no estadio de palito em endosperma, raiz e
caule (juntos), e no o estadio de segundo langamento foliar em raiz, caule, peciolo e
limbo, onde as diferentes partes das plantas foram pesadas separadamente. A
determinagiio do nitrogénio foi realizada pelo método de semi-kjedhl nas diferentes
partes da planta, apds previa lavagem, secagem em estufa de ventilagio forcada a 70
C até atingirem peso contante e trituradas em moinho tipo Whiley com peneira de 200

mesh.

3.2.2) Obtengdo dos extratos enzimdticos

Os extratos enzimaticos foram obtidos de acordo com os procedimentos
descritos por Deli-filho (1994) e Lemos (1996). O material vegetal utilizado foi
previamente lavado com agua destilada sendo as nervuras centrais retiradas do limbo.
A coleta do material se procedeu apés o minimo de quatro horas de exposigdo das
plantas a luz. O material foi picado, pesado e acondicionado em papel aluminio, sendo
imediatamente congelado em nitrogénio liquido, e a seguir transferido para freezer a -

80 °C onde ficou armazenado até a execugdo das anilises enzimaticas.

O extrato enzimético da raiz, caule ou limbo foi realizado a 4 °C e obtido da
macera¢do em graal de 1 grama do tecido vegetal em 5 mL do meio de extragdo
contendo tampao fosfato de potassio 0,1M (pH 7,5); 10 % de polivinilpolipirrolidona
(PVPP); 2 mM de ditiotreitol (DTT);, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF); 1
mM de acido etilenodiamino tetracético (EDTA) e 10 mM de cloreto de magnésio
(MgCl,.6H,0).
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Apbs a maceragio do tecido, o material foi centrifugado a 18000 g durante 15
minutos a 4 °C. Apés a centrifugagio o sobrenadante (extrato bruto) foi acondicionado
em vidros de 5 mL mantidos em gelo para a determinagéio da atividade da GS e da FD-
GOGAT, sendo congelados a seguir. Estes extratos congelados (estadios de pata de
aranha e palito, durante a primeira quinzena de Dezembro/96, e mantidos em freezer a
- 80 °C) foram transportados em mnitrogénio liquido, junto com os demais materiais
vegetais para o CNPMS/EMBRAPA, em Sete Lagoas-MG, (primeira quinzena de
Junho/97) onde realizaram-se as analises da NADH-GOGAT, da GDH, proteina total,

da confecgdo dos géis de acrilamida e de imunizagio em Western Blot.

3.2.3) Determinagio de proteinas soliveis

A determinaggio da proteina solivel total foi realizada pelo método de Bradford
(1976), utilizando-se albumina serina bovina como padrdo nos mesmos extratos brutos
utilizados para os ensaios enzimaticos. Foi adicionado 10 puL de extrato cri em tubos
de ensaio ¢ em seguida adicionou-se 740 pL de agua destilada e 250 ul. de Reagente
de Bradford (comassie - G-250). Depois de acrescentar o comassie as amostras foram

incubadas a temperatura ambiente por cinco minutos, e a absorvéncia determinada a
595 mm.

3.2.4) Ensaios enzimdticos da GS, NADH-GOGAT, Fd-GOGAT e GDH.

Para o ensaio da GS utilizou-se 100 pL do extrato cra em 700 uL do meio de
reagdo composto por: 400 uL Tris-HCl 0,5 M (pH 7,5); 100 uL de 2-mercaptoetanol
0,1 M; 50 pL de Mg SO4.7H,0 0,4 M, 150 uL de NH,OHCl 0,1 M; 100 uL de ATP
0,1 M e 100 uL de glutamato 0,5 M; totalizando um volume final de 1000 uL. Quando
foi necessario reduzir a aliquota o volume foi completado com tampdo. A mistura de
reagdo foi incubada durante 30 minutos a 30 °C, e paralisada pela adi¢do de 1,0 mL de
uma solugéio contendo: FeCls 0,37 M; Hel 0,67 M e 0,2 M de acido tricloroacético
(TCA). Logo apos realizou-se centrifugagio a 16000 g por 5 minutos € o quelato Fe-
L-glutamil-y-hidroxamato (GHA) produzido foi quantificado colorimétricamente em
espectrofotometro a 540 nm e a atividade enzimatica foi calculada como nmol de

GHA. mg prot”. min™.
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Para o ensaio da NADH-GOGAT utilizou-se 50 a 100 pL do extrato cra em
800 a 850 uL e um meio de reagio contendo: tampéo fosfato de potassio 0,5M, (pH
7,5), 100 pL de glutamina 0,1 M, 100 pL 2-oxoglutarato 0,1 M, 100 uL KC1 0,1 M,
totalizando um volume final de 900 pL. As amostras foram pré-incubadas por trés
minutos a 30 °C e em seguida foram transferidas para uma cubeta onde foi adicionado
100 uL de NADH 2 mM monitorando-se a oxidagdo do poder redutor da reacdo de 1
em 1 minuto durante 10 minutos em espectrofotdmetro a 340 nm. A atividade

enzimatica foi expressa em nmol de GLU mg.prot™. min”.

A atividade da Fd-GOGAT foi determinada adicionando-se 300 pL do extrato
cri em 900 pL de um meio de reagdo composto por: 400 uL tampdo fosfato de
potassio 0,5 M (pH 7,5), 150 uL glutamina 0,1 M, 150 pL 2-oxoglutarato 0,1 M e
200 pL metil viologénio 2mg mL™. A mistura foi incubada por dois minutos a 30 °C e
a reacdo foi iniciada com a adigiio de 300 uL da mistura de 16 mg de Na;S;04 + 16 mg
de NaHCO; por mL™ de agua destilada totalizando um volume de 1500 pL. A reacdo
foi paralisada por imersdo dos tubos em agua a 90 °C durante dois minutos. Apos isto
os tubos foram imediatamente agitados em vortex até o desaparecimento da cor azul e
posteriormente resfriado em gelo. Em seguida retirou-se uma aliquota de 1,0 mL de
cada amostra que foi aplicada em coluna de Dowex 1 X 8 na forma acética. Apos
lavagem da coluna com 15 mL de agua destilada, foram utilizados 7 mL de éacido
acético 0,3 M para eluir o glutamato que estava retido na coluna; este volume foi
coletado em tubos de ensaio, e posteriormente foi retirada uma aliquota de 1,0 mL
para reagir com 2,0 mL de uma solugdo constituida por: 0,4 g d ninhidrina, 1 g de
CdCl,, 80 ml de etanol, 10 mL de acido acético ¢ 20 mL de agua destilada,
homogeneizados em vortex e incubado por 10 minutos a 80 °C com agitagdo, que
posteriormente foram resfriados e a quantificagdo colorimétrica do glutamato formado
foi determinada em espectrofotometro a 506 nm. A atividade enzimatica foi expressa
em umol de GLU mg.prot™. min™’.
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No ensaio da GDH foi utilizado: 25 a 50 puL de extrato cri em S00 puL de um
meio de reagio composto por: tampdo Tris-HCl 0,2 M, pH 7,8 (o volume destes
variou de 550 a 575uL), 100 pL de (NH,),SO, 1,0 M, 100 pL 2-oxoglutarato 0,1 M,
pH 7,0, 100 pL. CaCl; 0,04 M, totalizando um volume final de 1000 pL. As amostras
foram incubadas por trés minutos a 30 °C e em seguida foram transferidas para uma
cubeta onde foi adicionado 100 pL de NADH 1 mM, monitorando-se a oxidagdo do
poder redutor da rea¢do de 1 em 1 minuto durante 10 minutos em espectrofotdmetro a

340 nm. A atividade enzimatica foi expressa em nmol de GLU. mg.prot™. min™.

3.3) Andlises eletroforéticas
3.3.1) Confecgio dos géis

Os géis foram confeccionados em cuba Bio-Rad. O extrato usado foi o de
limbo foliar no estadio de segundo langamento foliar, para todos os tratamentos,
portanto ndo se extraiu com SDS. O gel usado foi em gradiente com concentragio de
7,5 a 18 % consistindo dos reagentes mostrados na tabela 2. Também foi usado

marcador de alto peso molecular.

Tabela 2- Composic¢éio dos géis e sobre gel

GEL ACRILAMIDA SOBRE GEL
Reagente 75% | 10% | 12,5% ]| 15% 17,5% Reagente 6%
H,0 10mi | 8,3ml | 6,6ml | 5,0ml 3,3ml HO 3,9ml
Acrilamida 5,0ml | 6,6ml | 8,3ml! 10ml 11,5ml Acrilamida 1,4ml
Tris 1,5M 50m! | 50ml | 50ml | 5,0ml 5,0mi Tris 0,5M 1,7ml
P.Amonio 10% | 1001 | 100l | 100ul | 100ul 100p1 | P.Amonio 10% 20ul
TEMED 16pl 16pd 16ul l6ul 16pl TEMED 15

Fonte: Nucleo de biologia aplicada/Laboratorio de Bioquimica de Plantas (CNPMS/
EMBRAPA)
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A solugdo foi colocada em um separador ligado a uma bomba peristaltica onde eram
misturados as solugdes de 7,5 e 18 % e despejadas vagarosamente entre as placas de
vidro até alcangar 1 cm da base do pente formador das cavidades do gel. A solugdo foi
coberta com agua destilada e deixada polimerizando durante 2 a 3 horas. Apos este
periodo a 4gua foi retirada e o excesso enxugado. O pente foi inserido e a solugdo do
sobre gel foi adicionada com o auxilio de uma pipeta, tomando-se o cuidado de nfo
aparecerem bolhas. Esta solugdo foi deixada polimerizando durante uma hora. O gel
possuiu as dimensdes de 115 X 160 X 1 mm respectivamente.

3.3.2) Separacio eletroforética, coloracio e descoloragio

Na cuba eletroforética foi usado tampao tris-glicina (50 mM de tris-base ¢ 192
mM de glicina). As separagbes eletroforéticas foram realizadas em temperatura
ambiente, voltagem constante, 50 Volts, durante 10 minutos, e 30 Volts durante uma
noite. Quando as amostras alcancavam a base do gel a corrida foi paralizada
realizando-se a coragiio do gel. A coloragdio dos géis foi realizada por um periodo
minimo de 5 horas em agitag3o com solugdo “STAIN” que continha 50 % de metanol,
10 % de acido acético, 0,15 % (p/v) comassie blue brilhant R-250; e descorados com a
solugdo “DESTAIN” que possui 10 % acido acético, 5 % de metanol e agua, até a
remogdo do corante retido nos poros da matriz de acrilamida.
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3.4) Western Blot

Para a realizagdo do western blot foi necessario a confecgdo de um mini gel
com malha de acrilamida em 12,5 % e o sobre gel com 6 % constituidos por 4,4 mL de
agua destilada, 4,2 mL de acrilamida 30%, Lower gel 3,0 M 1,25 mL, SDS 20 % 50
uL, Persulfato de aménio 10 %50 pL, Temed 10 pL, em um volume final de 10 mL
que s3o suficientes para confeccionar dois mini géis. A corrida aconteceu em 1,5 horas
a 100 V. Apos a corrida do mini gel, este foi colocado em uma solugdo de
transferéncia (tris-glicina-metanol) em placa de petri com agitagéo durante 10 minutos,
afim de promover a estabilizagdio. Em seguida foi cortada uma membrana do tamanho
do gel, juntamente com o papel de transferéncia fazendo-se entdo o “sanduiche” no
trans-blot a 200 mA (10 V) durante uma hora. Apés a transferéncia o mini gel foi
colocado para corar ¢ a membrana foi colocada em solugdo TTBS (5 M NaCl, 1 M
Tris-HC, pH 7,5, Tween 20) durante cinco minutos em placa de petri com agitaggo,
logo em seguida descartou-se o excesso colocando na placa solugéo de TTBS + Leite
desnatado (3%), para ocorrer o bloqueio dos sitios inespecificos, durante trinta
minutos com agitacdo, também descartando-se o excesso apos este periodo. Em
seguida foi colocado uma mistura contendo 20 uL do anticorpo contra Rubisco com
20 ml de TTBS + Leite, sendo agitado por uma noite. A membrana apds o descarte do
excesso da solugdo anticorpo e TTBS + Leite, foi lavada com TTBS quatro vezes por

15 minutos, logo ap6s foi colocado a solugdo corante (perdxido de hidrogénio).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se pela figura 1 que a massa seca das sementes quiescentes
sem o tegumento usadas neste trabatho, foi de cerca de 1,8 gramas/semente e, que
aproximadamente 90% dessa massa estava acumulada no endosperma (cerca de 1,6
gramas) e os 10% remanescentes estavam nos cotilédones, visto que a massa seca do
embrido foi praticamente desprezivel.

Os resultados apresentados na figura 2 mostram que a auséncia de
todos 0s nutrientes, auséncia de nitrogénio e a presenga de NOs™ e/ou NH," no meio de
cultivo, nos estadios de emissdo de radicula, pata de aranha e palito, nio interferiram
na produciio de massa seca da radicula, das raizes e das plantulas, respectivamente.
Observa-se também nessa figura, que a massa seca do endosperma decresceu de forma
significativa, somente a partir do estadio de palito, em cerca de 35%, no maximo. A
produgdo de massa seca da plantula, neste estadio de desenvolvimento, também nio foi
diferente entre os tratamentos, e, atingindo aproximadamente 0,3 gramas, o que
representa, no maximo 17% das 1,8 gramas da massa seca inicial da semente sem o
tegumento. Dai, a analise conjunta dos resultados apresentados nas figuras 1 e 2,
permite sugerir que os tratamentos ndo influenciaram a remobilizacdo dos constituintes
da massa seca da semente para a plantula e também que até o estadio de palito, cerca
de 83% da massa seca da semente ainda continuavam imobilizado. Como ocorreu uma
queda de 35% na massa seca do endosperma, representando cerca de 0,6 gramas, e
como a produgdo de massa seca da plantula foi de cerca de 0,3 gramas, pode-se inferir
que, cerca de 50% da massa consumida do endosperma foi utilizada na produgédo dos
constituintes celulares durante o crescimento da plantula e o restante foi perdido

metabolicamente durante o evento.
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Analisando ainda a figura 2, observa-se, que no estadio de segundo
langamento foliar, as diferengas mais marcantes entre os tratamentos ocorreram nas
plantas cultivadas na presenga de NH,", onde houve uma tendéncia de menor produgdo
de massa seca em todas as partes da planta. Estes resultados s3o contrarios daqueles
encontrados por Lemos, 1996, que obteve uma maior produgdo de massa seca em
plantas cultivadas na presenca de NH, .

Com base nos resultados apresentados na figura 2 pode-se determinar
que a produgdo de massa seca total da planta, no estadio de segundo langamento
foliar, no tratamento onde se forneceu somente NH;, foi de 1,1 grama. Estes
resultados e aqueles da figura 1 permitem inferir, que, desconsiderando todos o0s
ganhos de massa decorrente da assimilagdo de carbono, no maximo cerca de 60% dos
constituintes da massa seca da semente sem tegumento podem ter sido remobilizados
para o crescimento da planta, sendo o restante perdidos metabolicamente ou
permaneceram imobilizados na semente, apos a sua queda da planta que ocorreu
durante o estadio do segundo langamento foliar.

Sabe-se que as plantas em seus estadios iniciais de desenvolvimento
obtém os nutrientes para o crescimento diretamente das reservas da semente, € que no
caso da seringueira, o endosperma representa a quase totalidade da massa seca da
semente, seguido pelos cotilédones e pelo embrido (Figura 2). Quanto ao nitrogénio
armazenado nas sementes, observa-se pela figura 3, que o endosperma, a semelhanga
da massa seca, contém cerca de de 88% deste elemento e os cotilédones e embrido
cerca de 10 e 2%, respectivamente, apesar do maior teor de nitrogénio se encontrar no

embrido, seguido pelos cotilédones e endosperma que apresentaram teores similares.
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Observa-se na figura 5 que as maiores diferencas nos teores de proteina durante
o desenvolvimento das plantas ocorreram nas raizes. As plantas cultivadas em agua,
para o estadio de pata de aranha e em nitrato € amdnio, para o estadio de segundo
lancamento foliar, apresentaram, respectivamente, o maior e 0 menor teor de proteina
no sistema radicular, sendo que os demais meios de cultivo ndo tiveram influéncia
nestes estadios. Entretanto, no estadio de palito, as plantas ndo apresentaram diferenca
no teor de proteina entre os meios de cultivo.

Analisando ainda a figura 5, nota-se que, no estadio de segundo langamento
foliar, as plantas apresentaram menores teores de proteina no caule € no limbo,
respectivamente nos meios de cultivo sem nitrogénio e onde se forneceu somente
NH,". Entretanto, observa-se também, que os teores dessa macromolécula nessas
mesmas partes e estadio de desenvolvimento da planta n3o foram influenciados pelos
demais meios de cultivo; e que no estadio de palito, o teor de proteina na plantula, a
semelhanca do ocorrido nas raizes, também nio foi influenciado pelos diferentes meios
de cultivo. Estes resultados corroboram com as observagbes anteriores de que o
fornecimento exdgeno de nitrato e/ou amdmio nas concentragbes estudadas, néo
influenciou de forma significativa o crescimento da planta e a assimilacdo de nitrogénio
em proteinas.

Quanto as enzimas de assimilagio de NH,', pode-se observar pela
figura 6, que, de maneira geral, nio houve diferengas significativas na atividade da GS
entre os diferentes meios de cultivo, nos diferentes orgdos e estadios de
desenvolvimento estudados. Estes resultados mostram que a atividade desta enzima
ndo foi influenciada pelo fornecimento exdgeno de nitrogénio, indicando realmente que
as reservas da semente sio suficientes para atender a demanda de nitrogénio durante o
desenvolvimento das plantas. Os resultados apresentados pela atividade da GS nas
raizes, ainda sugere que o transporte de nitrogénio pode ocorrer também na forma de
glutamina. Este aminoacido, em diversas espécies, apresenta-se como uma das
principais formas de nitrogénio orginico encontrado no xilema (Lea, Robinson e

Stewart. 1990) e transportado para a parte aérea.
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O suprimento endogeno de NH," poderia ter origem na assimilacdo do
NO5’, no préprio NH;' armazenado na semente e mobilizado para as diferentes partes
da planta, ou ainda pela desaminagio de aminoacidos e outros cOmpOStOs
nitrogenados. Em relagdo a redugio do NOj, Deli-fitho (1994) mostrou que 2
redutase do nitrato em seringueira ¢ ativa apenas no sistema radicular. Deste modo ¢é
possivel que a agio desta enzima, conjuntamente, com a redutase do nitrito aumente a
disponibilidade de NH," nas raizes. Observou-se também neste trabatho, a exemplo do
que foi verificado por Deli-filho (1994) e por Lemos (1996), uma maior capacidade de
assimilagdo do NH," via GS nas laminas foliares, quando comparada com o caule e a
raiz. Porém, ao contrario de Deli-filho (1994), que ndo detectou atividade da GS
radicular em plantas de seringueira com 12 meses de idade, neste experimento foram
observados niveis semelhantes de atividade para todos os estadios de desenvolvimento,
apesar de ndo ter sido avaliada a atividade da redutase do nitrato neste trabalho. A
maior assimilagiio de NH;" nos limbos foliares que nas demais partes da planta, apesar
da auséncia da redutase do nitrato neste 6rgdo, sugere que o amonio radicular é
transportado diretamente das raizes, seja resultante da reducdo do nitrato ou da
absorcdo radicular. Ndo deve ser ignorado, que no limbo foliar, a fonte adicional de
NH," pode ser originada também pela fotorrespiragdo ( Sakakibara, 1992b; Yamada ¢
Oaks, 1988), ou pelo metabolismo da asparagina (Lea, Robinson e Stewart, 1990), o
que poderia também explicar a expressiva atividade da enzima na folha.

Quanto aos efeitos dos diferentes meios de cultivo sobre a atividade
NADH-GOGAT, observa-se, na figura 7, que o fornecimento de NO; e NH,'
proporcionou uma maior atividade desta enzima nas raizes de seringueira, no estadio
de segundo langamento foliar. Nas plantas cultivadas na auséncia de nitrogénio, no
estadio de pata de aranha, observou-se uma menor atividade da enzima, enquanto nos
demais tratamentos, independentemente do estadio de desenvolvimento da planta, ndo
foram notadas alteragGes significativas em sua atividade. A maior atividade desta
enzima nas raizes das plantas cultivadas na presenca de NOs;' e NH,, pode ser
conseqiiéncia também da maior atividade da GS (Figura 6) no mesmo tratamento em
relagdo aos demais. Entretanto, observando-se os valores de atividade de ambas as

enzimas, nota-se que uma grande proporgio da glutamina produzida via GS pode néo
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ter sido convertida a glutamato pela NADH-GOGAT, pois a atividade desta enzima foi
cerca de um terco da GS, neste mesmo 6rgéo. Estes resultados corroboram com a
sugestdo de que a glutamina ndo convertida poderia ser transportada para a parte
aérea.

Em relagio a FD-GOGAT, nota-se pela figura 8, que em todos os
estadios de desenvolvimento estudados nio foram detectadas alteragdes significativas
na atividade da enzima em fungio dos diferentes meios de cultivo. A auséncia de
resposta desta enzima ao fornecimento exdgeno de nitrogénio, mais uma vez sugere a
suficiéncia do nivel endogeno deste elemento para atender a demanda de crescimento
da planta. A exemplo do que ocorreu com a NADH-GOGAT, a atividade da FD-
GOGAT também foi cerca de 50% da atividade da GS, indicando com isso que a
glutamina pode permanecer disponivel para outros processos metabdlicos, ou ainda
para transporte.

Observa-se pela figura 9 que a atividade da GDH radicular seguiu 0 mesmo
comportamento da GS radicular em todos os estadios estudados (Figura 7), isto €,
apresentou uma maior atividade quando as plantas foram cultivadas na presenca de
NO; e NH,'. Comparando a atividade de ambas enzimas, verifica-se que o NH," é
assimilado preferencialmente pela via GS/GOGAT, na plantula de maneira similar ao
que ocorre em plantas de seringueira em estadios mais avangados de desenvolvimento
como foi encontrado também por Deli-filho (1994). A atividade da GDH em caules e
limbos foliares de plantas no estidio de segundo langamento foliar, variou entre os
tratamentos onde o tratamento que forneceu exclusivamente nitrogénio na forma
amoniacal proporcionou a menor atividade nos tecidos de caule e, também, a maior
atividade na lmina foliar (Figura 9). A semelhanga do que foi encontrado para a GS, a
maior atividade da GDH também foi encontrada no limbo, reforgando que o principal
sitio de assimilagio de NH,’, para plantas de seringueira se encontra neste 6rgdo. Tem
sido sugerido que 2 atividlade GDH em tecidos foliares esta relacionada com a

assimilagiio do amdnio fotorrespirado, o que precisa ser investigado em seringueira.
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Figura 2 - Massa Seca nas diferentes partes e estidios de desenvolvimento de plantas

de serigueira (Hevea brasiliensis Muell Arg.) cultivadas na auséncia de nutrientes,

auséncia de nitrogénio e na presenga de N-NO;’ e/ou N-NH,".
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Figura 6 - Atividade especifica da GS nas diferentes partes e estidios de
desenvolvimento de plantas de serigueira (Hevea brasiliensis Muell Arg.) cultivadas na
auséncia de nutrientes, auséncia de nitrogénio e na presen¢a de N-NOs” e/ou N-NH,".
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de N-NO; e/ou N-NH;".
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4.1 ) Anadlises eletroforéticas:

Com o objetivo de verificar possiveis polimorfismos a nivel de proteina com a
varia¢do da fonte de nitrogénio, fez-se um gel em poliacrilamida em gradiente entre 7,5
a 18 %.

s 205kD

= 116kD
97kD

Marc. Agua -N NOs NH; NOs+NH;  Marc.
Molec. Molec.

Tratamentos (mM NO; e/ou NH;")

Figura 10 - Padrdo eletroforético de proteinas obtidos em gel de poliacrilamida em

gradiente de 7,5 a 18%

Nao foram observadas diferengas nos padrdes qualitativo de proteina entre os
tratamentos. Indica-se desta maneira a auséncia de expressdo diferenciada de
polipeptideos no limbo. Tais resultados confirmam aqueles encontrados para atividade
enzimatica, onde ndo foram verificadas variagdes entre os tratamentos.

Afim de verificar a identidade de alguns polipeptideos foi entdo realizada uma
analise de “Western” (Figura 12) utilizando-se um anticorpo contra a enzima Ribulose

1,5 bis-fosfato Carboxilase Oxigenase (RUBISCO).



5 CONCLUSOES

O fornecimento de nitrogénio no meio de cultivo, ndo favoreceu o acimulo e a
distribuigio de massa seca e do conteudo de nitrogénio, nos estadios de
desenvolvimento de emiss3o de radicula, pata de aranha e palito. Para o estadio de
segundo lancamento foliar no tratamento onde se formeceu nitrogénio na forma
amoniacal foi encontrado a menor massa seca € o maior conteado de nitrogénio. O
menor conteiddo de nitrogénio foi observado no tratamento onde nio se forneceu
nutrientes. A remobilizagdo das reservas da semente nao foi afetada pelos tratamentos,
indicando que o endosperma possui reservas suficientes para atender a demanda de
crescimento das plantas até o estadio de segundo lagamento foliar. As atividades da
GS e da FD-GOGAT nao foram influenciadas pelos tratamentos nos diferentes 6rgdos
da planta em todos os estadios de desenvolvimento estudados. As maiores atividades
da NADH-GOGAT e da GDH, ocorreram no estadio de segundo langamento foliar, no
tratamento onde se forneceu nitrato e amdnio no meio de cultivo. Ficou também
demostrado que a sintese da Rubisco foi afetada negativamente nas plantas que

receberam nitrogénio somente na forma amoniacal.
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