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O heréi tem uma capa de estrelas e tem um cinto de cometas
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Voa em seu vdo noturno e nos dedos ele usa os sete anéis de saturno.
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S6 que para mim, anjo astronauta sé interessam 0s caminhos que levam ao
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(Jorge Mautner)
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RESUMO

LEMOS, Gidelma Brito. Crescimento e atividade de enzimas de assimilagdo do
nitrogénio em plantas jovens de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.)
cultivadas com diferentes relagdes de nitrato e aménio. Lavras: UFLA, 1986. 56p.
(Disserta,&:éo - Mestrado em Agronomia - Area de Concentragdo em Fisiologia Vegetal).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do nitrato e/ou aménio” sobre o
crescimeﬁto de plantas jovens de seringueira e a atividade da redutase do nitrato (RN),
glutamina sintetase (GS) e glutamato sintase dependente do NADH (NADH-GOGAT) e
dependente da ferredoxina (Fd-GOGAT) em diferentes partes da planta. Foi conduzido
um experimento em sala-de-crescimento por um periodo de 120 dias onde foi fornecido
as proporgdes de 0/0, 8/0, 6/2, 4/4, 2/6 e 0/8 mM de nitrogénio na forma de nitrato e/ou
amdnio a partir da concentragdo de 8 mM. As plantas foram cultivadas em vasos
plasticos contendo 4,0 L de areia como suporte de cultivo, a qual foi lavada em agua
de torneira e posteriormente em agua deionizada. As solugdes foram trocadas a cada 7
dias. Foram avaliados a altura e o diametro do caule a cada 15 dias, e ao final do
periodo de cultivo (120 dias) vforam avaliados o acumulo de fitomassa e a atividades
das enzimas de assimilagdo do nitrogénio. Os resultados obtidos mostram que o
fornecimento de nitrogénio ao meio de cultivo, favoreceu mais o crescimento em altura

Orientador: Luiz Edson Mota de Oliveira. Membros da Banca: Fabiano Ribeiro do Vale
e Paulo Roberto Mosquim



e didmetro do caule, acumulo e distribuicdo de fitomassa seca nas plantas que
receberam s6 aménio ou na proporcio de 4mM/4mM_de nitrato e aménio em
comparag:éd com as plantas que receberam s6 nitrato. A atividade radicular da RN fc;‘
rﬁéior no tratamento s6 com nitrato decrescendo no tratamento 6mM/2mM de nitrato e
aménio e a partir de 4mM/4mM de nitrato e aménio baixou gradualmente com a
diminuicdo do fornecimento de nitrato ao meio de cultivo."/A GS apresentou
comportamento muito semelhante a RN sugerindo que nas %ﬁ ‘GS ¢é altamente
dependente do aménio oriundo da via de assimilagdo da RN. Os altos valores da
atividade da GS na folha sugerem que outras fontes de aménio além do fornecido pela

corrente transpiratéria estdo sendo utilizados. A atividade das enzimas GS/GOGAT na

folha parece operar conjuntamente, com a GS fornecendo substrato para a Fd-GOGAT
enquanto que nas raizes os altos valores de atividade da NADH-GOGAT com baixa
atividade da GS, sugerem que a glutamina esta sendo transportada de outras partes da
planta para manter a alta atividade desta enzima nas raizes



SUMMARY

GROWTH AND ACTIVITY OF NITROGEN ASSIMILATION ENZYMES IN YOUNG
RUBBER TREE PLANTS (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) WITH DIFFERENT
NITRATE AND AMMONIUM RATIONS.

The purpose this work was to evaluate the effects of nitrate and/or ammonium
upon the growth of young rubber tree plants and activity of nitrate reductase (NR) ,
glutamine synthetase (GS) and glutamate synthase dependent on NADH (NADH-
GOGAT) and dependent on ferredoxine (Fd-GOGAT) in different parts of the plant. One
experiment was conducted in growth chamber for a period of 120 days where varying
rations of nitrate and ammonium 0/0; 8/0; 6/2; 4/4 2/6 e 0/8 from amount of nitrogen 8
mM. The plants were grown in plastic pots containing 4,0 L, sand as growing support,
which it was washed in water previously. The solutions were replaced every 7 days. The
height and diameter of the stem evaluated every 15 days. At the end of the growing
period (120 days), accumulation of mass and activity of the nitrogen assimilation
enzymes were assessed. The results obtained showed that the nitrogen furnishing to
the culture medium, favored growth rather than height and diameter of the stem,
accumulation and sharing of plant mass in the plants which only ammonium was given
or at 4mM/4mM rations of nitrate and ammonium as compared with the plants which
only of nitrate was given. The root NR activity was greatest under the treatment only
with nitrate decreasing in the 6mM/2mM of nitrate and ammonium and from 4mM/4mM
of nitrate and ammonium decreased gradually with decreasing furnishment of nitrate to
the culture medium. GS activity showed behavior very similar to NR, suggesting that in
the roots, GS activity is highly dependent on assimilation way of NR. The high values of
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the GS activity in the leaf suggest that other ammonium sources in addition to the
provided by transpirating stream, are being used. The activity of the enzymes
GS/GOGAT in the leaf seems to work in conjunction, GS furnishing substrate to Fd-
GOGAT while that in the roots, the high values of the activity of NADH-GOGAT with low
activity of GS suggest that glutamine is being carried from other parts of the plant in
order to keep the high activity of this enzyme in the roots.



1 INTRODUGAO

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg. ) é uma espécie natural da
Amazénia brasileira, regiéo de clima quente e timido e seu cultivo comercial enfrenta
sérios problemas para se expandir nesta regido, devido a elevadas precipitagdes
pluviométricas associadas com a alta umidade relativa favorecendo severos ataques
do fungo Microcyclus ulei, causador do mal sul americano das folhas.

No Brasil, as regibes consideradas de escape ao ataque do fungo mais
promissoras quase sempre, s&o aquelas onde predominam solos de cerrado, os quais
sdo altamente intemperizados e com baixa fertilidade natural.

O nitrogénio dentre os nutrientes, é o QUe se encontra em maiores
concentracGes nos vegetais superiores e suas principais formas disponiveis as plantas
no solo s&o a nitrica e amoniacal, enquanto que o restante do nitrogénio que esta na
forma organica, ndo é prontamente disponivel para as plantas. Deste modo, a nutrigdo
nitrogenada fica, entdo na dependéncia da mineralizag&o do nitrogénio organico para
formas aproveitaveis. Assim, as plantas adquirem o nitrogénio mineral basicamente nas
formas de nitrato ou amoénio, e as respostas fisiolégicas a esses ions sdo muito
diferentes e a habilidade das mesmas para absorver ou metaboliza-los variam
grandemente./ O suprimento para as plantas com diferentes proporgbes de nitrato e
aménio pode afetar as enzimas do metabolismo do nitrogénio e como consequéncia
final, o crescimento e produggo de massa seca. /

Para a grande maioria das espécies cultivadas, principalmente aquelas de ciclo
anual e de clima temperado, o metabolismo do nitrogénio de maneira geral tem sido
bem estudado, o mesmo n&o acontecendo para espécies arbdreas onde estudos nesta
drea s&o raros. Particularmente para a Hevea brasiliensis Muell. Arg. n3o foi



2

encontrado trabalhos relacionando o uso de proporgcdes de nitrato e aménio sobre a
atividade das enzimas de redugéo e assimilagdo do nitrogénio.

O conhecimento das formas de absorgéo, assimilagdo e transporte do7

nitrogénio em plantas de seringueira pode ser importante na avaliagdo do
comportamento fisiolégico desta espécie nos diferentes estadios de desenvolvimento
das plantas, da germinagio e produgdo de mudas até a producdo de latex nas
diferentes condigdes climéaticas estacionais e edéficas das regies potenciais para a
heveicultura.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do fornecimento de
proporgdes de nitrato e aménio sobre o crescimento, produgio de fitomassa e também
avaliar a atividade das enzimas redutase do nitrato (RN), glutamina sintetase (GS),
glutamato sintase dependente de NADH (NADH-GOGAT) e dependente da ferredoxina
(Fd-GOGAT) de diferentes partes de plantas jovens de seringueira.

|
i




2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Proporgbes de Nitrato e Aménio Relacionadas & Produgéo e DistribuigSo de Massa
Seca.

O nitrogénio é o nutriente mineral que mais limita o crescimento vegetal
(Glasscock, Shavin e Hagin, 1995; Magalhaes, Huber e Tsai, 1995) sendo portanto, o
principal fator limitante para a produgdo de biomassa em ecossistemas naturais e
agricolas (Greenwood et al, 1991) e pode ser encontrado no solo na forma organica e
mineral com a quase totalidade na forma orgénica (Vollbrecht, Kiein e Kasemir, 1989),
que apds a mineralizagdo mediada pelos microrganismos, originam nitrato e aménio
sendo estas formas prontamente disponiveis para as plantas.

Segundo Redinbaught e Campbell (1991), em solos cultivados, o nitrato é a
principal forma de aquisig&o de nitrogénio pelas plantas pois 0 aménio adicionado aos
solos ndo &cidos ou oriundos da decomposi¢do da matéria orgénica & convertido
rapidamente a nitrato nestes através da nitrificagdo. Porém, Huber Warren e Tsai
(1977) e Fredeen e Field (1992) afirmam que por ser o nitrato susceptivel a lixiviag&o
além de sofrer o processo de denitrificag&o em condigGes de baixo suprimento de O, e
0 aménio ficar retido nas particulas da superficie do solo e ainda a mineralizagéo
ocorrer sob uma faixa mais ampla de condicées do solo do que a nitrificagdo, j& que
esta ultima é dependente de varios fatores ambientais, geralmente ambas as formas de
nitrogénio estéo disponiveis para as plantas.
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Entre os fatores que governam a aquisi¢do de nitrogénio pelas plantas e suas
respostas ao crescimento, destaca-se as proporgdes de nitrato e aménio no meio de
cultivo, favorecendo o crescimento quando misturas das duas formas de nitrogénio sdo
fornecidas as plantas, (Raab e Terry, 1994).

Embora o nitrato seja considerado a principal forma de nitrogénio disponivel as
plantas, estudos tém mostrado que algumas espécies crescem melhor quando supridas
com propor¢des adequadas de nitrato e aménio do que quando supridas s6 com nitrato
ou aménio (Silveira e Sant'anna, 1988; Magalhdes, Huber e Tsai, 1995); ja outras
espécies adaptadas a solos acidos onde pouca ou nenhuma nitrificagé@o existe na zona
radicular, ou ainda aquelas adaptadas a baixo potencial redox do solo como, por
exemplo o arroz, mostram uma preferéncia ou total exigéncia pela forma amoniacal
(Vale, 1982; Aarnes, Eriksen e Southon, 1995 Ryan e Walker, 1994; Chaillou et al ,
1991 e Vollbrecht, Klein e Kasemir, 1989)..,

Guazelli (1988), estudando o efeito do nitrato e do aménio no crescimento,
assimilacéo e eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio por trés cultivares de Phaseolus
vulgaris L., observou que, com a predominancia de aménio na solug&o nutritiva, houve
uma redugéo no crescimento das raizes. Neste mesmo estudo, o efeito prejudicial do

/ amodnio _Ppareceu estar mais ligado as condigoes de acidificacdo da rizosfera, em

/ consequencna da"malor absorg:ao_de catlons em relagao a anions. Observou-se também
( que o aumento na proporg&o de aménio na solugdo, até esta forma perfazer 50% do
[ nitrogénio suprido, resultou em apreciavel aumento da matéria seca da parte aérea,
para todas as cultivares de P. vulgaris L. estudadas. Um decréscimo na produgdo de

| fitomassa total foi observado quando o suprimento de nitrogénio foi dado

exclusivamente na forma nitrica.

Silva (1994), estudando a corregdo da acidez e fontes de nitrogénio na
nitrificacdo e crescimento de P. vulgaris L., verificou que, em solos com baixa
nitrificac@o, as maiores produgées de massa seca foram obtidas com o uso da uréia e
do nitrato de aménio, que propiciaram um suprimento mais balanceado de aménio e
nitrato. Porém, quando se procedeu a correcao da acidez do solo, o sulfato de aménio
mostrou-se t&o eficiente quanto a uréia e o nitrato de aménio para o crescimento inicial
desta espécie.
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Algumas espécies quando cultivadas em solugdo nutritiva sob condigdes
controladas absorvem o nitrato mais rapidamente que o aménio (Scherer e McKown,
1987) enquanto outras absorvem o aménio (Serna, Borras e Primo-Lillo, 1992). As
taxas de absorgéo relativas de nitrato e amoénio s&o influenciadas por varios fatores
como: concentragdo de nitrogénio no meio, pH, temperatura, concentragdo de
carboidratos nas raizes e luz (Gashow e Mugwira, 1981; Hartman, Mills e Jones, 1986:
Criddlle, Ward e Huffaker, 1988).

O processo de absorgdo de nitrato pelas plantas superiores difere de outros
nutrientes devido a absorg&o nitrica ser induzida pelo proprio ion (Breteler e Siegerist,
1984) e ocorrer através de permeases especificas localizadas na plasmalema (Oaks,
1992) e contra um gradiente de potencial eletroquimico, portanto, com demanda
energética (Imsande e Touraine, 1994) ao passo que a aquisigio de aménio & um
processo com um menor gasto de energia metabdlica (Salsac et al, 1987) e, muitas
vezes benéfica para algumas plantas (Sandoval-Villa, Alcéntara-Gonzalez e Tirado-
Torres, 1995). No entanto, sabe-se que grandes quantidades deste cation causam
danos ao sistema radicular reduzindo visivelmente o crescimento da parte aérea em
espécies cultivadas quando E fornecido mais que 50% de nitrogénio total na forma
amoniacal (Heberer e Below, 1989). Assim, a excessiva absor¢cdo do aménio em
relagéo ao nitrato pode alterar o metabolismo , aumentando a respiracdo, a exsudagéo
radicular, a sintese de putrescina, além de promover maior absor¢do de fosfato e
sulfato (Haynes, 1986); por outro lado, pode reduzir a concentragao de carboidratos
soluveis nas raizes (Blevins, 1989) e absorgéo de cétions basicos como por exemplo o
potassio (Vale, Volk e Jackson, 1988).

Normalmente, o crescimento vegetativo é mais responsivo ao nitrogénio em
relagéo & produgéo econdmica das culturas, porque nestas a resposta ao nitrogénio é
dependente do particionamento de matéria seca na planta (Huett e Dettmann, 1988).
Em trabalhos realizados com Triticum aestivum L. (Sandoval-Villa, Aicantara-Gonzalez
e Tirado-Torres, 1995); Licopersicum esculentum L. (Huett, 1986) e Beta vulgaris L.
(Raab e Terry, 1994) foram encontrados que o aumento na producdo econdmica estava
positivamente correlacionado com o fornecimento adequado de nitrogénio e com altas
taxas de producéio de matéria seca nos érgdos de interesse econémico em relagéo a
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produgéo de matéria seca total. Sandovall-Villa, Alcantara-Gonzalez e Tirado-Torres,
(1995), trabalhando com vérias proporg8es nitrato e aménio em plantas de Triticum
aestivum L. verificaram que as plantas supridas com fragdes de nitrogénio na forma
amoniacal tiveram ciclo mais longo e, quando foram fornecidas altas proporgdes de
nitrogénio na forma amoniacal, a produgéo de matéria seca decresceu em comparagao
com aquelas que receberam sé nitrato. Plantas de Beta vulgaris L. supridas com
amoénio comparadas com aquelas supridas com nitrato como fonte exclusiva de
nitrogénio tiveram redugdo na taxa de crescimento de raiz, folha e peciolo em
consequéncia do decréscimo da taxa de expansdo de folhas individuais e ndo na
queda da taxa fotossintética por unidade de area foliar. Isto foi atribuido segundo Raab
e Terry (1994), a um redugéo na expansao das células das folhas.

Shelp (1987), estudando o efeito do fornecimento de nitrato e aménio em
plantas de Brassica oleracea L., observou diferengas marcantes nas caracteristicas de
crescimento entre as plantas supridas com nitrato e aménio. Em geral, as plantas
supridas com aménio tiveram crescimento vegetativo menor, caules mais finos e folhas
estreitas, com as folhas mais novas apresentando necrose marginal. As plantas
supridas com aménio apresentavam ainda, ciclo mais longo com as folhas mostrando
coloragio verde azulado intenso, em contraste com as plantas supridas sé com nitrato
que apresentavam colorag&o verde claro. i

Silveira e Sant'anna (1988), estgdando diferentes propor¢des de nitrato e
aménio em Panicum maximum, Jacq., observaram um decréscimo na producdo de
fitomassa seca e teor de nitrogénio total com o aumento do teor de aménio na solugdo
nutritiva, ocorrendo disttrbio no metabolismo protéico a partir de 50% de aménio no
meio de cultivo. Estes resultados para esta espécie foram confirmados por Andrade et
al (1995b), que observaram maior actimulo de massa seca nas plantas supridas com
nitrato combinadas ou ndo com amonio, havendo uma pequena tendéncia de maior
acumulo de massa seca na presenca de ambas as formas de nitrogénio, inferindo que,
embora as plantas possam receber ambas as formas de nitrogénio a combinagédo entre
elas parece ser a forma ideal para o crescimento das mesmas.
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Pereira (1995) em estudo sobre micorrizagdo e fésforo na resposta de espécie
arbdreas ao formecimento de nitrogénio mineral, observou que estas espécies
responderam ao suprimento de nitrogénio ao meio de cultivo e a adicdo de nitrato
aumentou a produgéo de matéria seca destas espécies em comparag&o com aménio.

Delu Filho (1994), estudando o fornecimento de diferentes concentragdes de
nitrato em plantas jovens de Hevea brasiliensis Muell. Arg. observou que o
fornecimento de nitrato nas concentragies 8 e 12 mM favoreceu maior acumulo de
fitomassa da parte aérea, enquanto que para o sistema radicular isto foi ocbservado nas
concentragdes de 1, 2 e 4 mM.

2.2 ProporgGes de Nitrato e Aménio sobre as Enzimas do Metabolismo do Nitrogénio

I

Al
Existem algumas espécies vegetais que produzem todo seu ni@%; organico

nas raizes (Lupinus spp), outras o fazem na parte aérea (Xanthium sp) e um terceiro
grupo promove a reducdo e assimilagdo em ambas as partes (Pate, 1980). Muitos
estudos tém sido realizados sobre o papel do sistema aéreo, em particular os
cloroplastos, no metabolismo do nitrogénio em plantas superiores (Wallsgrove, Lea e
Miflin, 1983; Oaks, 1992).

Na maioria das espécies estudadas as folhas sdo os principais sitios de
reducdo do nitrato e das subsequentes reagdes de assimilagdo do aménio e
biossintese de aminoacidos (Lea, Robison e Stewart, 1980). No entanto, quase todas
as espécies vegetais nas quais estas generalizagdes sdo feitas foram baseadas em
espécies herbaceas de ciclo curto. Andrews (1986) tem sugerido que em espécies
perenes de clima temperado a assimilagdo do nitrogénid se da predominantemente na
raiz, enquanto que em espécies perenes de clima tropical isto ocorre principaimente
nas folhas. A maioria_das espécies cultivadas utilizam o nitrato como fonte de
nitrogénio e éeu efeito no metabolismo geral da planta tem sido muito estudado. Apés
sua absorgdo o nitrato é reduzido para aménio, o qual é depois assimilado a
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aminodacidos. Esta redugio ocorre em dois estagios, com o nitrito sendo o produto
intermediario. As enzimas que catalizam as reages sdo a redutase do nitratq (RN)e a
redutase do nitrito (RN;). A RN é uma enzima chave envolvida no primeiro passo da
assimilagéo do nitrato em plantas. A isoforma usual em folhas verdes.é dep
NADH (RN-NADH; E.C. 1.6.6.1.) e nas raizes é dependente de NADPH&RN—NADEE;
E.C. 1.6.6.2.), sendo em ambos os casos induzidas pelo préprio substrato
Aslam, e Huffaker, 1984); apresentando rapido “tumover” (Aslam 8 Oaks, 1976;
Beevers e Hageman, 1969) e, é considerada uma enzima citosélica &alling, Talbert e
Hageman, 1972). Contudo, estudos tém evidenciado a presenca de uma isoforma RN
associada com a membrana plasmatica, atuando como o préprio carregador de nitrato
durante a absorgéo (Jackson, Kwik‘é Volk, 1976; Meyerhoff et al, 1994). Q [m /‘g\}ﬁ )
O nitrato quando adicionado ao meio de cultivo aumenta a atividad enzimatica
da RN (Oaks, 1992; Aslam e Oaks, 1976; Beevers e Hageman, 1969) e a 'quantidade
de proteina RN (%omers et al, 1983) em diferentes tecidos de folhas e raizes.
S{i!g§ta_§\§,_(198Q)L_a_fLﬂQQ que o efeito_ do aménio na atividade da RN durante e
apos a 'indugéo depende da especie, gendtipo usado e condigdes ambientais podendo

-— ———

ter efeito negativo, positivo ou neutro; e, vdrios trabalhos tém confirmado que
diferentesfontes de ni i ida a a atividade enzimatica da RN

]
(§am/uelson€»gt al, 1995) bem como outros fatores como luz (SchWﬁa)e\

T e e e — e

cqr@agéo externa de  aménio no meio (Rajasekhar e Mohr, 1986).

Glutamina e glutamato sdo considerados os produtos primérios da assimilagéo
do aménio, com as enzimas Glutamina Sintetase (GS) e Glutamato Sintase (GOGAT)
atuando como catalizadores do ciclo do glutamato, no qual o glutamato é tanto

substrato como produto final. A redugéo e assimilagdo podem ocorrer nas raizes ou

folhas sendo que as proporgdes relativas variam entre estes dois sitios com a espécie
(Pate, 1980; Mack e Tischner, 1990; Améncio e Santos,1992) e condi¢gbes ambientais
(Costa, 1986). *

Esta enzima catalisa a convers&o do aminoacido glutamato (GLU) para a amida
Glutamina (GLN), numa reag&o que requer além do GLU e do amonio, ATP e um cétion
divalente como cofator. A GLN produzida pode ser utilizada em um grande ndmero de
eventos metabolicos como doadora de nitrogénio para a formagdo de outros compostos
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nitrogenados, sendo juntamente com a asparagina e ureideos, os principais compostos
nitrogenados translocados em leguminosas (Joy, 1988; Miflin, Wallsgrove e Lea, 1981 ).

A GS pode representar de 1 a 2% do total de proteinas soltiveis em érgdos
capazes de assimilar aménio e sua atividade aumenta acentuadamente durante o
desenvolvimento de nédulos em raizes de espécies leguminosas (Hungria, Eagleshan
e Hardy, 1992), em folhas estioladas quando expostas & luz (Hirel e Gadal, 1980) e na
presenca de nitrato no meio (Santos e Salema, 1992). Todas estas alteragdes sdo
atribuidas ao aparecimento de diferentes isoenzimas (Lea, Robinson e Stewart, 1990 e
Mack, 1995). Nas folhas podem ser encontradas duas formas de GS; uma citosélica
(GS4) e outra cloroplastidica (GS,) e, também tenﬁ sido identificado varias isoformas da
GS; citosdlica, principalmente em feguminosas (Sakakibara et al, 1992), sendo que a
GS; compreende a maior porgéo da GS foliar. Recentemente, tem sido demostrado a
existéncia de duas isoformas de GS também nas raizes, sendo uma plastidica (Vézima,
Hope e Joy, 1987)

Multiplas isoformas de GS, a enzima chave na assimilagdo do aménio, podem
permitir uma melhor adaptabilidade fisiolégica a diferentes fontes de nitrogénio. Porém,
os efeitos do nitrato e aménio na atividade enzimética da GS s&o controvertidos (Miflin
e Lea, 1977). Vdrios trabalhos evidenciam o nitrato e amoénio como indutores da
GSOem varias espécies. Méck (1995), trabalhando com Hordeum vulgare L. observou
maio? atividade especifica da GS nas folhas quando comparada as raizes de plantas
supridas exclusivamente com aménio; porém outros trabalhos mostram resultados

~contrarios sobre o efeito desses ions na atividade enzimética da GS e, em trabalhos
realizados por Ratajaczak, Ratajaczak e Mazurowa (1981), estes autores observaram
que o aménio inibiu a atividade da GS.

Existem poucas referéncias da influéncia do nltrato e aménio na atividade
enzimética da GOGAT Santos e Salema (1992), em estudos com Kalanchoe lateritia
Engl., observaram que a atividade das enzimas do metabolismo do nitrogénio foram
afetadas pelos diferentes niveis de nitrogénio no meio de cultivo, onde as atividades
enzimaticas da RN, RN, GS e GOGAT dependente da ferredoxina aumentaram
enquanto que GOGAT e GDH dependentes do NADH diminuifam. L

/
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A GOGAT catalisa a transferéncia redutiva do nitrogénio amidico da GLN para
0 2-oxoglutarato, para formar o GLU podendo ocorrer trés formas distintas: em folhas a
maior porg&o da enzima encontra-se localizada nos cloroplastos, sendo a ferredoxina o
principal agente redutor da reagdo, enquanto que a forma dependente do NADPH
encontra-se em porgdes reduzidas (Wallsgrove, Lea e Miflin, 1982). A terceira forma
conhecida da enzima esta presente nas células das raizes e utiliza o NADH como
poder redutor (Oaks e Hirel, 1985). O papel desempenhado pela GOGAT é de extrema
importéancia, pois ela promove Iigagép entre a assimilagdo priméria do N e a sintese de
aminoécidos. As duas moléculas de GLU formadas resultam na proedugéo liquida de um
GLU e a outra molécula formada podera retornar como substrato para a GS (Joy,
1988).

A agéo conjunta da GS/GOGAT tem sido denominada ciclo do glutamato. Neste
cicloa GS produz grandes quantidades de glutamina, a qual exige igual quantidade de
a-ketoglutarato proveniente da respiracdo mitocondrial de fotosssintatos, como
esqueletos de carbono necessérios para formar glutamato. Esta exigéncia por

carboidratos pode regular a toxidez de aménio_para uma dada espécie determinando

com que velocidade o oni i e—ser—assimitado—(Goyal, Lorenz e

Huffaker, 1982).

A interagdo entre metabolismo do carbono fotossintético e nitrogénio em

plantas superiores tem sido estudado demonstrando que em plantas supridas com
aménio, a atividade da Fosfoenolpiruvato Carboxilase (PEPcase) é maior comparada
com aquelas crescendo em nitrato (Huppe e Turpin, 1994). De acordo com esses
autores a PEPcase serve para gerar ions hidrogénios, os quais s&o necessarios para
substituir aqueles excluidos pelas células das raizes na troca pela entrada do aménio.
A PEPcase serve também como reacdo anaplerdtica fornecendo o oxaloacetato no

ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), cujos niveis .caem devido a remogéo de -
ketoglutarato na assimilagdo de aménio via GS/GOGAT (Muller et al, 1990). Segundo
estes autores, devido as raizes serem dependentes em relagéo a parte aérea por
carboidratos e devido a assimilagdo do aménio resultar em uma queda na quantidade
de carboidratos, pode ser inferido que o crescimento das raizes pode ser diminuido
diretamente pela perda de carboidratos para asssimilagdo do aménio.
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As reagbes que suprem os elétrons e energia para a assimilagdo de nitrogénio
séo sistemas associados: a oxidagéo do 3-fosfogliceraldeido e/ou malato como fonte
de NADH e a conversdo de energia luminosa pelos fotossistemas | e Il para gerar
energia quimica na forma de ATP e ferredoxina reduzida fornecendo poder redutor
para os estagios finais da assimilag&o (Huppe e Turpin, 1994).

2.3 Nutrigéo Nitrogenada e Assimilagéo de Nitrogénio em Espécies Florestais

Em sistemas florestais a ciclagem de nutrientes é muito rapida, onde as
espécies apresentam elevada capacidade de mobilizar e reutilizar os nutrientes
objetivando manter o equilibrio da biomassa na floresta (Nambiar, 1989; Stewart, Joly
e Smiroff, 1992) porém, poucos estudos enfocam estes aspectos em sistemas
florestais de clima tropical (Bower e Nambiar, 1989, Sanches e Salinas, 1981).

Quando o equilibrio destes ecossistemas & quebrado, a capacidade de
conservagdo de nutrientes na biomassa é perdida, através da grande quantidade de
nutrientes, como nitrato que s&o mineralizados e lixiviados ou, através da diminuigc&o
massa microbiana, a qual desempenha um importante papel na regulagdo e suprimento
de nutrientes (Miller e Allen, 1992). Dentre os diversos nutrientes, o nitrogénio tem
merecido consideravel destaque uma vez qQue este se mostra limitante para o
crescimento e produg&o florestal no mundo (Nambiar, 1989; Ohison e Ogbom, 1993:
Seith et al, 1994)

Embora os ions nitrato sejam geralmente a principal fonte de nitrogénio
inorgénico disponivel para as plantas, ions aménio podem predominar em algumas
condicbes de solos e certos estdgios sucessionais (Smirnoff e Stewart, 1985).
Variagdes tanto espaciais quanto temporais nas formas de nitrogénio disponiveis,
parecem ser refletidas pelas diferencas entre espécies na capacidade para assimilar
ions nitrato e aménio. Espécies pioneiras ou colonizadoras utilizam preferenciaimente
0 nitrato em relagdo ao aménio (Stewart, Hegart e Specht, 1988). Esses mesmos
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autores num estudo de assimilagéo de nitrogénio inorgénico em florestas da Austrélia
verificaram que folhas de espécies pioneiras geralmente exibiam uma grande
capacidade de assimilar nitrato, enquanto folhas de espécies de subbosque,
mostravam menor nivel de atividade da enzima RN e menor capacidade de reduzir
nitrato mesmo com este disponivel.

Stewart, Joly e Smirmnoff (1992), em estudos com espécies lenhosas do cerrado
e florestas da regido sudeste do Brasil, encontraram baixos niveis de atividade da
enzima RN nas folhas dessas espécies sugerindo que os ions nitrato parecem n&o ser
a forma preferencial de aquisigéo de nitrogénio nessas comunidades e, Bustamante et
al (1995) salienta que o sitio de redugéo do nitrato apresenta implicagGes ecoldgicas
que podem regular a competigdo entre espécies vegetais bem com a sua dinamica
populacional.

Recentemente Stewart, Pate e Unkovick (1993) investigaram como espécies
florestais utilizavam o nitrogénio inorgénico no solo apds uma sequéncia de
queimadas, e verificaram alta atividade da enzima RN para todas as espécies em
locais recentemente queimados e baixas atividades em locais néo queimados por
varios anos, e nos primeiros locais o nitrato era a forma de nitrogénio predominante.

De acordo com Stewart, Hegart e Specht (1988); Stewart, Joly e Smimnoff
(1992), diferengas s&o também evidenciadas entre espécies de floresta tropical com
respeito a atividade especifica de isoformas cloroplastidicas e citosdlicas da principal
enzima assimilatéria do aménio, a GS. Tipicamente, espécies pioneiras tém maior parte
da GS total da folha presente nos cloroplastos, enquanto que em espécies de
subbosque predomina a forma citosélica. Arvores pioneiras parecem entdo
assemelhar-se com espécies de cultivo anual com respeito a predominéncia de sistema
aéreo na assimilag&o do nitrogénio inorganico e espécies climax parecem predominar o
sistema radicular para assimilaggo do nitrogénio inorgénico.

Deld Filho (1994) estudando diferentes niveis de nitrato em plantas jovens de
Hevea brasiliensis Muell. Arg. observou que este ion influenciou positivamente a
atividade da GS, GOGAT e GDH tanto para as folhas quanto para as raizes e atividade
da RN para raizes. Este autor observou ainda que a redugdo do nitrato ocorreu
exclusivamente no sistema radicular, j& que nédo foi detectada atividade da RN nas
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laminas foliares. Por outro lado este autor verificou que esta espécie apresentou maior
capacidade para assimilagéo do amoénio nas l&minas foliares quando comparado com o
sistema radicular sugerindo que existe um mecanismo de transporte do nitrogénio
nesta espécie das raizes até ao xilema foliar para entdo ser incorporado a
amino&cidos, pois altas concentragSes de aménio podem ser toxicas para as plantas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtengéo das Plantas e Sistema de Cultivo

Este estudo foi conduzido em sala de crescimento no periodo compreendido
entre 08/04/95 a 08/08/95, com temperatura de 28+3 °C, umidade relativa do ar de 60-
80%, fotoperiodo de 12 horas e radiagéo fotossinteticamente ativa (R.F.A.) de 300
umol m? s™ determinada no dossel das plantas.

As plantas de seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.) utilizadas foram
obtidas a partir de sementes ilegitimas provenientes de um plantio policlonal formado
por 37% de pés-franco e o restante formado por uma mistura de clones com idade
aproximada de 38 anos, da Fazenda Agua Milagrosa, Tabapoa - S&o Paulo.

As sementes foram coletadas em margo de 1995 e germinadas em canteiros de
areia previamente lavada com agua de torneira e posteriormente com &gua deionizada
e protegidos contra a radiag&o solar direta com sombrite (50%) mantidos a 30 cm de
altura. Foram efetuadas trés irrigagSes didrias. Ao atingirem o estagio de “pata de
aranha” as pléntulas foram selecionadas de acordo com a uniformidade das raizes e
conjuntos de trés plantulas foram transferidos para vasos plasticos contendo 4,0 litros
de areia como substrato de cultivo, a qual foi previamente lavada com agua de torneira
em abundéncia e depois com &agua deionizada. Foi realizada a quantificacdo do
nitrogénio disponivel na areia pelo método de semi-Kjedahl, extraidos com KCI 1N e,
néo foi detectada presenca de nitrogénio disponivel.

Os tratamentos utilizados foram seis, com um tratamento sem nitrogénio (0/0) e
nos demais foram fornecidos 8 mM de nitrogénio as plantas na forma de nitrato e
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aménio nas seguintes proporgoes (8/0; 6/2; 4}4, 2/6 e 0/8) em mM, baseado em
resultados anteriores obtidos por Delu Filho (1994).

Cada vaso recebeu 1400 mL de solugdo nutritiva, modificada a partir da
solugéo utilizada por Dell Filho (1994), pH 6,0 contendo os diferentes tratamentos
(Tabela 1), Deste volume colocado em cada vaso, 1000 mL foram retidos pela areia e o
excedente de 400 mL foi coletado em um prato colocado sob cada vaso, esse volume
de 400 mL dos pratos foi completado com agua deionizada com o pH corrigido para 6,0
diariamente. Ao final de 7 dias, as solugdes foram trocadas. Antes de proceder a troca
de solugép 0 volume dos pratos foi completado para 400 mL, com agua deionizada, pH
6,0 conforme descrito anteriormente. Este volume de 400 mL de solugdo nutritiva dos
pratos foram colocados nos vasos coletando-se 0 excedente nos pratos o qual foi
retornado aos vasos; este procedimento foi repetido trés vezes e entio a solugdo foi
descartada.

Apos isto foram colocados nos vasos 1000 mL da nova solugdo, coletando-se o
excedente nos pratos e voltando este excedente novamente aos vasos, repetindo-se
este procedimento trés vezes. Apods este procedimento, a solugdo foi descartada
completando-se o volume dos vasos com os 400 mL da solugdo nutritiva restante.

3.2 Avaliagbes Realizadas

3.2.1 Determinagso do pH

A determinagdo do pH da solugdo foi realizada segundo metodologia de rotina
do Laboratério de Fertilidade do Solo da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Apos
a areia ter sido lavada, tomou-se 5 amostras de 10 gramas cada em beckers com
capacidade para 40 mL contendo 25 mL de agua destilada. Apds agitagdo, os beckers
permaneceram em repouso por 30 minutos aproximadamente e em seguida procedeu-
se a leitura do pH no sobrenadante.
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TABELA 1 Composicdo das Solugbes Nutritivas Utilizadas no Experimento (Adaptado

de Delu Filho, 1994)

Proporg&o de nitrato e aménio (mM)

Sal . Solugéo N — PN
Estoque (SE) (0/0 K8<LO) 6/2 E/:) 2/6 0/8
M —
(M) Volume da SE ( mL L)
Ca(N03)2 0,5 - 6,0 4,0 - - -
KNO3 0,5 - 40 4.0 - 40 -
(NH,).S0, 0,5 - - 2,0 - 4,0 6,0
NH,NO, 0,5 - - - 8,0 - -
(NH,):HPO, 0,5 - - - - 2,0 2,0
CaS0, 0,01 150 - - 100 50 150
KCI . 0,5 2,0 - - - - 4,0
MgSO, 0,5 2,5 5,0 2,0 2,5 2,0 2,0
NaH.PO, 0,5 2,0 2,0 2,5 2,0 - -
KoSO4. 0,5 2,0 1,0 1,0 3,0 2,0 1,0
CaCl; - 0,5 - - - 1,0 2,0 -
Na,SO, 0,5 - - - - 1,0 1,0
. Solugéo de
Micronutrientes  (mM)
HsBO, 25 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
CuSO, 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Fe-EDTA 20 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1.0
H.MoO, 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
MnSO, 2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
ZnS0O, 2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Elemento Concentragso Total (mg L)
N 1120 112 112 112 12 112
P G 31 31 31 31 31
K 17 117 117 117 117 117
Ca 60 120 80 60 60 60
I\Sllg @B0- - 60 30 - 30 @ 24 _ 24
12

86 88 120 160 198
! -
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O mesmo procedimento foi utilizado no final do experimento onde foram
realizadas medigGes em todos os vasos. O pH da solugéo nutritiva foi determinado no
momento de coleta do experimento e para isto foram coletadas amostras de substrato
proximo a regido das raizes. Isto foi realizado sem completar o volume de 400 mL dos
pratos com agua deionizada

3.2.2 Avaligbes Biofisicas

A cada 15 dias foram avaliados o didmetro e a altura do caule (medidos em
relagéo a superficie do vaso). Ao final do experimento, as plantas de cada vaso foram
divididas em caule, raizes laterais, raiz principal e laminas foliares, essas partes foram
acondicionadas em saco de papel e levados para secar em estufa com circulagéo de ar
a 70 °C até peso constante. Também foi avaliado o numero de langamentos foliares e o
nimero de folhas por langamentos. De cada vaso foram tomadas amostras
representativas constituidas por dez discos foliares com didmetro conhecido para
determinacg&o da area foliar seguindo metodologia descrita por Benicasa (1989).

3.2.3 AvaliagGes Bioquimicas

3.2.3.1 Determinagdo do Nitrogénio Total e Proteina Total

o) nitrogénio total foi determinado pelo método de semi-Kjedahl em tecidos de
raiz, caule e folha previamente moidos em moinho tipo Wiley em peneira de 40 mesh.

A determinagéo de proteina total foi realizada pelo método de Lowry (1951) nos
mesmos extratos brutos utilizados para os ensaios enzimaticos. Foi adicionados 250 pul
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de NaOH 0,2N em tubos de ensaio e, em seguida, 10 uL do extrato bruto de tecido
foliar ou 100 uL de extrato bruto de raizes e os volumes completados com agua para
500 uL. Posteriormente, acrescentou-se ao meio 5 mL do reagente de Lowry o qual foi
constituido por 100 mL de carbonato de sédio (30 g L™ de agua), 1 mL de sulfato de
cobre a 2% (m/iv) e 1 mL de tartarato de sédio a 4% (m/v). As amostras foram
homogeneizadas em vortex e incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente
quando entéo foram adicionados 500 uL da solugdo de Fenol 1N, agitando-se em
vortex novamente e incubando-se a temperatura ambiente por mais 30 minutos e, em
seguida, foi realizada a leitura em espectrofotometro a 660 nm e os valores expressos
em mg de Proteina g de massa fresca.

3.2.3.2 Atividade da Redutase do Nitrato

Ao final do experimento, foi realizado um ensaio in vivo da Redutase do Nitrato
(RN; E.C. 1.6.6.1) nas raizes laterais das plantas de seringueira segundo metodologia
e condicdes de ensaio realizadas anteriormente por Deld Filho (1994). De cada
tratamento tomou-se uma amostra de 500 mg de raizes, a qual foi transferida para
beckers de 20 mL contendo 5 mL de um meio de incubagdo constituido por tampao
fosfato de potassio 0,1M pH 7,5: 100 mM de KNOs e 5% de n-propanol (v/v) e foram
submetidos a infiltragdo & vacuo durante um minuto por duas vezes. Apds este
procedimento, os beckers foram colocados em banho-maria a 30 °C, com agitagdo no
escuro. Aliquotas de 500 pL foram retiradas aos 10 e 70 minutos respectivamente,
adicionando-as a um meio de reag&o constituido por 1 mL de sulfanilamida 1% (p/v) em
HCI 1,5N; 1 mL de N-2-naftil etilenodiamino di-HCI 0,02% (p/v) e completado o volume
final de 4,0 mL com 1,5 mL de &gua destilada. A quantidade de nitrito formado no meio
de reagéo foi determinada colorimetricamente num espectrofotometro a- 540 nm. A
atividade da RN foi expressa em pmol de NO, kg™ Massa Fresca h™.
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3.2.3.3 Obtengéo dos Extratos Enzimaticos

A obteng&o dos extratos e os ensaios enziméticos foram realizados de acordo
com os procedimentos descritos por Deld Filho (1994). O material vegetal utilizado era
composto de raizes laterais previamente lavadas em agua deionizada e laminas
foliares sem a nervura central, coletadas ap6s 5 horas de exposi¢do das plantas a luz,
e imediatamente colocados em papel aluminio e congelados em N, liquido, o material
foi depois transferido para um freezer -80 °C onde ficou armazenado até a execucio
das andlises enziméticas.

Os extratos brutos foram obtidos pela maceragéo de 1,0 grama de tecido (raiz
ou folha) seguido de uma centrifugagdo refrigerada a 18.000 g por 15 minutos. A
temperatura de todos os equipamentos e solugGes utilizadas durante a realizagdo dos
ensaios foi mantida a 4°C.

3.2.3.4 Extragéo e Ensaio da Glutamina Sintetase (GS; E.C.6.3.1.2)

O extrato enzimatico bruto foi obtido por maceragéo em graal do tecido vegetal
em 4 e 5 mL respectivamente para raiz ou folha, de um meio composto por tampéao
fosfato de potassio 0,1M, pH 7,5, 10% de polivilpolipirrolidona (PVPP), 2mM de
Detiotreitol (DTT), 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 0,1M de &cido
etilenodiamino tetracético (EDTA). Apés centrifugagdo, o sobrenadante (extrato bruto)
foi acondicionado em tubo de ensaio e mantidos no gelo.

Para o ensaio da GS, a quantidade de 300 uL do extrato bruto foi adicionado a
700 pL de um meio de reag&o contendo tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 7,5 (200 ul), 0,1M
de 2-mercaptoetanol (100 pL), 0,4 M de MgS0,4.7H,0 (50 uL), 0,1 M de NH,OHCI (150
pL), 0,1 Mde ATP (100 uL ) e 0,5 M de glutamato (100 pL) totalizando um volume final
de 1000 pL e incubou-se a mistura durante 30 minutos a 30 °C. A reagéo foi paralizada
pela adi¢&o de 1,0 mL de uma solugso contendo FeCl; 0,37M, 0,67M de HCl e 0,2M de
acido tricloroacético (TCA). Foi centrifugado a 16.000 g por 5 minutos e o quelato Fe-L-
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glutamil-y-hidroxamato (GHA) produzido foi determinado em espectrofotdmetro a 540
nm e a atividade enzimética expressa em pmol de GHA kg™ Massa Fresca min™.

3.2.3.5 Extragdo e Ensaio da Glutamato Sintase Dependente da Ferredoxina (Fd-
GOGAT; E.C.1.4.1.7) e Dependente do NADH (NADH-GOGAT: E.C.1 4.1.14).

A extrag&o enzimética foi realizada através da maceragao em graal dos tecidos
vegetais em um meio composto de 4 e 5 mL de solugso, respectivamente para raiz e
folha, de tampéo fosfato de potassio 0,1M pH, 7,5; 2 mM de DTT; 1 mM de PMSF; 10%
de PVPP e 0,1M de EDTA. Ap6s centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e
acondicionado em tubos de ensaio mantidos em gelo (Extrato bruto). No ensaio da Fd-
GOGAT, a quantidade de 300 puL do Extrato bruto foi adicionado a 1200 uL de um meio
contendo tamp&o fosfato 0,5M, pH 7,5 (400 pL), glutamina 0,1M (150 puL), 2-
oxoglutarato (a-Ketoglutarato) 0,1 M ( 150 uL ) e metil viologénio 2mg mL™ (200 pl). A
mistura foi incubada por 2 minutos a 30 °C e a reac&o foi iniciada com a adi¢do de 300
uL da seguinte mistura: 16 mg de Na,S,0, + 16 mg de NaHCO; por mL de &agua
destilada totalizando um volume de 1,5 mL. A reacéo foi paralizada por imersdo dos
tubos em agua a 80 °C durante 2 minutos e, imediatamente, agitado em vortex até
desaparecimento total da cor azul e posteriormente resfriado em gelo.

Em seguida as amostras foram submetidas a centrifugag&o a 16.000 g durante
5 minutos, retirando-se uma aliquota de 1,0 mL de cada amostra que foi aplicada em
coluna Dowex 1 X 8 na forma acética. Apés a lavagem da coluna com 15 mL de agua
destilada, foram utilizados 7 mL de &cido acético 300 mM para eluir o glutamato que
estava retido na coluna; este volume foi coletado em tubos de vidro dos quais foram
retirados uma aliquota de 1,0 mL para reagir com 2,0 mL de uma solugéo constituida
por 0,4 g de ninhidrina, 1 g de CdCl,, 80 mL de etanol, 10 mL de acido acético e 20 mL
de agua destilada, homogeneizados em vortex e incubados por 10 minutos a 80 °C
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com agitagdo, que posteriormente foram resfriados em gelo e a quantidade de
glutamato formada foi determinada em espectrofotémetro a 506 nm. A atividade da
enzima foi expressa em nmol de GLU kg™ Massa Fresca min™

Para o ensaio da NADH-GOGAT, foi adicionado o extrato bruto a um meio de
reacdo constituido por tamp&o fosfato de potassio 0,5M, pH 7,5.(0 volume destes
extratos variaram em fungdo dos tratamentos), 0,1M de glutamina (100 pL), 2-
oxoglutarato 0,1M (100 uL), KCI 0,1M (100 uL), totalizando um volume final de 1000
uL. As amostras foram incubadas por trés minutos a 25 °C e em seguida foram
transferidas para uma cubeta e foi adicionado 2 mM de NADH (100 pL), monitorando-
se a oxidagc&o do poder redutor da reagdo de 1 em 1 minuto durante 10 minutos em
espectrofotdmetro a 340 nm. A atividade enzimatica foi expressa em umol de GLU kg
Massa Fresca min™.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Altura, Diametro, Produg&o e Distribuicdo de Massa Seca.

Observa-se na Figura 1 que houve gjfgLen_t,::a significativa na producédo e
distribuicdo de massa seca entre os tratamentos estudados. O menor acumulo de
massa seca total e massa seca da parte aérea (Figura 1A e B) ocorreu no tratamento
sem nitrogénio. Verifica-se que a producéo de fitomassa total e da parte aérea
observadas no tratamento que recebeu sé aménio foi maior que o tratamento que
recebeu so nitrato. Entre os tratamentos que receberam nitrogénio na forma nitrato e
amonio maior produgdo de massa seca total e da parte aérea foi verificada no
tratamento 4li4mM de nitrato e aménio, n&o diferindo do tratamento 0 que recebeu so

e

amoénio. Tal fato foi observado também [ por Guazelli (1988) para trés cultivares de
Phaseolus vulgaris L., onde se verificou uma diminuicdo na matéria seca desta
espécie, quando o suprimento de nitrogénio se dava exclusivamente na forma de
nitrato e o aumento na proporgio de amonio, até perfazer 50% do nitrogénio suprido,
resultou em aumento em apreciavel da matéria seca da parte aérea.

Em relacdo ao sistema radicular (Figura 1C), verifica-se que ndo houve
diferenca no acimulo de massa seca do sistema radicular entre os tratamentos 0/0, 4/4
e 0/8 mM de nitrato e aménio sendo maiores que os tratamentos 8/0, 6/2, e 2/6 mM de
nitrato e aménio e estes foram iguais entre si.

Este mesmo padréo de comportamento para acumulo de massa seca total e da
parte aérea nao foi verificado por Shelp (1987) para Brassica oleracea L.; Silveira e
Sant'anna (1988) e Andrade et al (1995) para Panicum maximum, onde estes autores
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encontraram maior producdo de massa seca total e da parte aérea quando o nitrato foi
a unica forma de nitrogénio disponivel a estas espécies. Resultados contrarios também
foram encontrados por Pereira (1995) trabalhando com diferentes fontes de nitrogénio
em Senna macranthera, Senna multijuga, Jacaranda mimosaefolia e Melia azedarach
observando maiores acimulos de massa seca total, da parte aérea e do do sistema
radicular nas plantas que receberam so nitrato.
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FIGURA 1 Massa Seca Total (A), da Parte Aérea (B), do Sistema Radicular (C) e Razéo
Parte Aérea/Raiz (D) de Plantas Jovens de Hevea brasiliensis Muell. Arg.
Cultivadas em Diferentes Proporgées de Nitrato e Am6nio no Meio de
Cultivo. (As barras representam o erro padrdo da média). (Média de cinco
repeticoes)
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Quando se separou a massa seca do sistema radicular em raiz principal e
raizes laterais (Figura 2) verificou-se que a raiz principal teve uma maior contribuicdo
no acimulo da massa seca do sistema radicular do que as raizes laterais. Tanto as
raizes laterais quanto as raizes principais apresentaram o mesmo comportamento do
sistema radicular (Figura 1C) em todos os tratamentos com excecdo do tratamento
OmM/OmM de nitrato e aménio que foi menor nas raizes laterais.
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Figura 2 Distribuicdo de Massa Seca do Sistema Radicular entre Raiz Principal e

Raizes Laterais em Plantas Jovens de Hevea brasiliensis Muell. Arg. em

Funcéo de Diferentes ProporgSes de Nitrato € Amdnio no Meio de Cultivo.

(As barras representam o erro padrio da média). (Média de cinco
repeticdes).

A adigdo de aménio como unica fonte de nitrogénio e o fornecimento de
4mM/4mM na forma de nitrato e aménio favoreceram mais o crescimento da parte
aérea do que o sistema radicular quando comparado com o tratamento s6 com nitrato
(Figura 1D).
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O menor acimulo de massa seca da parte aérea em condiges de baixa
disponibilidade de nitrogénio no meio de cultivo foi observado por Oliveira e Gomide
(1985) para Raphanus sativum L., Guazelli (1988) para trés cultivares de Phaseolus
vulgaris L.; Del Filho (1994), para Hevea brasiliensis Muell. Arg. e Pereira (1995) para
algumas espécies arbéreas, sugerindo que a limitagdo no suprimento de nutrientes e
agua torna as raizes o dreno preferencial por fotoassimilados favorecendo o seu
crescimento. Este tipo de comportamento foi verificado também para outros tipos de
estresses como mostra Cascardo (1991) para estresse hidrico em Hevea brasiliensis
Muell. Arg., Cairo (1992) para estresse hidrico e Pelacani (1993) para estresse gasoso
em outras espécies.

Observa-se na Figura 3 que o tratamento sem nitrogénio apresentou drastica
reducéo na érea foliar em comparag@o com os demais tratamentos. A semelhanca da
massa seca total e massa seca da parte aérea (Figura 1A e 1B) o tratamento
constituido exclusivamente com aménio apresentou a maior area foliar em relagéo ao
tratamento que foi fornecido apenas nitrato como forma de nitrogénio. Observa-se
ainda na Figura 3 que as plantas se comportaram de maneira semelhante nas outras
proporgGes de nitrato e aménio utilizadas no meio de cultivo.

Comportamento contrario ao da seringueira foi observado por Guazelli (1988)
para trés cultivares de P. vulgaris L.: Adler e Wilcox (1995) para Cucumis melo L.; e,
Raab e Terry (1994) em estudos com Beta vulgaris L. que observaram reduggo na area
foliar quando foi suprido aménio como Gnica forma de nitrogénio.

A altura e o didmetro das plantas (Figuras 4 e 5 ) aumentaram
progressivamente com o decorrer do experimento, com exce¢do do tratamento sem
nitrogénio que teve o crescimento em altura drasticamente afetado a partir do 45° dia
de cultivo e o didmetro a partir do 80° dia. Observa-se, a semelhanga da massa seca
total, massa seca da parte aérea, sistema radicular e &rea foliar, maior crescimento em
altura e didmetro ao final do experimento nas plantas do tratamento que receberam s6
amonio (Figura 6) quando comparado com as plantas do tratamento s6 com nitrato. O
fornecimento de nitrogénio na proporggo de 4mM/4mM de nitrato e aménio ao meio de
cultivo favoreceu o maior crescimento em diametro diferindo das demais proporgGes
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estudadas enquanto que para o crescimento em altura as propor¢des de nitrato e
amonio se comportaram de maneira semelhante.

Na contagem do numero de langamentos foliares e numero de folhas por
langamentos realizados ao final do periodo experimental (resultados ndo mostrados)
verificou-se que o nimero de langamentos foliares e o nimero de folhas por
langamento foi 0 mesmo nas plantas nos diferentes tratamentos, com excegao para as
plantas que ndo receberam nitrogénio onde o crescimento em altura (Figura 4)
paralizou a partir do 45° dia e apresentou 2 langamentos em média e 3 folhas por
lancamentos e para os demais tratamentos 4 langamentos com 6 folhas em média por
langamento.
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FIGURA 3 Area Foliar de Plantas Jovens de Hevea brasiliensis Muell. Arg. Submetidas
a Diferentes Proporgées de Nitrato e Aménio no Meio de Cultivo. (As barras
representam o erro padrdo da média). (Média de cinco repeticSes)
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FIGURA 4 Crescimento em Altura de Plantas Jovens de Hevea brasiliensis Muell Arg.
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repetigcdes).
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FIGURA 6 Crescimento em Altura e Didmetro de Plantas Jovens de Hevea brasiliensis
Muell. Arg. no Final do Periodo Experimental Cultivadas em Diferentes
Proporgies de Nitrato e Amonio no Meio de Cultivo. (As barras
representam o erro padréo da média) (Média de cinco repeticdes)

Verifica-se, assim que, maior crescimento em didmetro e altura, acumulo de
massa seca total bem como érea foliar foi observado nas plantas dos tratamentos que
receberam s6 aménio ou contendo diferentes proporgies deste anion no meio,
evidenciando a importancia deste no meio de cultivo também para esta espécie.
Segundo Blevins (1989) a maioria das espécies arboreas que estdo em ambientes com
baixo pH e reduzida nitrificagdo mostram preferéncia pelo aménio. Isto parece ocorrer
também com a seringueira devido a sua origem, possuindo mecanismos de adaptacgéo
a solos acidos (Haag et al, 1982) e mostra-se tolerante ao aluminio (Souza, 1991). Este
mesmo comportamento preferencial por aménio também foi observado por Vale (1982),
em Eucaliptus alba L., uma espécie também adaptada a solos &cidos.
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42 pH do Meio de Cultivo, Concentragdo de Nitrogénio Total e Proteina Total em
Plantas de Seringueira.

Analisando a Figura 7, verifica-se uma variagdo no pH da solug3o nutritiva nas
diferentes proporgdes de nitrato € aménio estudadas. Em comparag&o com o pH inicial
do meio de cultivo (6,0) ndo houve alteragdo no tratamento sem nitrogénio e ocorreu
um aumento no pH final (6,5) do meio de cultivo na presenga exclusiva de nitrato e
decresceu na presenga de amoénio como unica forma de nitrogénio (3,5);
permanecendo em torno de 5,0 na presenga de ambas as formas de nitrogénio,
independente da proporgao. '
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FIGURA 7 pH da Solugdo Nutritiva dos Vasos Onde Foram Cultivadas as Plantas de
Hevea brasiliensis Muel. Arg. em Diferentes ProporgcGes de Nitrato e
Amonio no Meio de Cultivo ao Final do Periodo Experimental. (As barras
representam o erro padréo da média). (Média de cinco repeticGes)
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Resultados contrarios foram encontrados por Deld Filho (1994), trabalhando
com seringueira onde encontrou que o fornecimento de nitrato como forma exclusiva de
nitrogénio diminuiu o pH do meio de cultivo; este autor atribui este fato a evidéncias de
que o influxo de nitrato esta correlacionado com o efluxo de préton na relagdo 1 NOy
:2H" e o balango de cargas sendo mantido pelo K', parecendo haver neste caso um
mecanismo de transporte simporte dos ions. Porém resultados encontrados
normalmente na literatura mostram que o fornecimento exclusivo de nitrato aumenta o
pH do meio de cultivo (Elsieve e Ulrich,1977; Andrade et al,1995a).

Geralmente, a absorgéo amoniacal requer a extruso liquida de prétons como
mecanismo para regular o pH interno das células reduzindo com isso o pH do meio de
cultivo, em geral, a alcalinizag&o do meio de cultivo esta associada com a absorgdo e
do nitrato nas plantas (Thibaud e Grignon, 1981) e a aparente estequiometria de 1:1
entre influxo de NOs™ e efluxo de OH tem sido mencionado como evidéncia para a
alcalinizag&o do meio em relagdo ao fornecimento exclusivo de nitrato ao meio
(Imsande e Touraine 1994).

Observa-se, que a concentragdo de proteina total (Figura 8) mostrou o mesmo
comportamento da concentragdo de nitrogénio total (Figura 9) apresentando maiores
valores nos tratamentos onde ocorreram maiores actimulos de nitrogénio total tanto
para folhas quanto para raizes.

Houve um aumento significativo na concentragéo de nitrogénio na folha, caule
e raiz (Figura 9) quando as plantas receberam nitrogénio e este aumento foi
independente da propor¢do de nitrato e aménio na solugéo nutritiva. Observa-se no
tratamento sem nitrogénio que a redugso na concentragdo de nitrogénio total foi menor
nas folhas seguido por raiz e caule indicando que a planta distribui mais nitrogénio
iniciaimente para folha quando a mesma estd em condicbes de limitagdo deste
nutriente no meio. Verifica-se que a concentragdo de nitrogénio total da folha apesar
de néo significativo, apresentou um aumento discreto quando foi fornecido aménio
como unica fonte de nitrogénio em relagdo as plantas que receberam sé nitrato; no
entanto, para o caule e raizes este mesmo comportamento ndo foi observado. A
concentragdo de nitrogénio total nas folhas das plantas que receberam diferentes
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proporgGes de nitrato e aménio no meio de cultivo foi significativamente maior na
proporgéo 4mM/4mM de nitrato e aménio porém, néo diferindo do tratamento que
recebeu s6 aménio no meio de cultivo. Para as raizes a concentragdo de nitrogénio
total foi maior significativamente na proporgiio de 6mM/2mM de nitrato e aménio
diferindo dos demais tratamentos, enquanto que, para o caule ndo houve diferenga
significativa para a concentrag&o de nitrogénio total entre as proporgdes de nitrato e
amonio estudadas.

A concentrag&o de nitrogénio total, independente dos tratamentos, foi maior
nas folhas seguido pelas raizes e caule. Resultados semelhantes também foram

encontrados por Delu Filho (1994), estudando o fornecimento apenas nitrato no meio
de cultivo.
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Observando a quantidade de nitrogénio total nas plantas (Tabela 2) nota-se
que praticamente todo o nitrogénio contido na semente foi remobilizado para as plantas
de seringueira, isto porque a quantidade de nitrogénio acumulado na planta no
tratamento OmM/OmM de nitrato e amoénio no meio de cultivo durante o periodo
experimental foi semelhante a quantidade de nitrogénio contida na semente
iniciaimente. Estes valores foram menores do que aqueles encontrados por Delu Filho
(1994), em plantas jovens de Hevea brasiliensis Muell. Arg., isto pode ser atribuido a
diferenga de idade das plantas utilizadas neste experiemento (120 dias) comparada
aquele (210 dias) ou também devido a contaminagio por bactérias diazotréficas
naquele experimento, o que aparetemente ndo ocorreu neste.

Observagdes visuais mostram que as plantas que ndo receberam nitregénio ou
que receberam exclusivamente na forma nitrica apresentaram folhas estreitas e
coloragéo verde-clara, enquanto que as plantas que receberam nitrogénio nas
proporges de 2mM/6mM, 4mM/4mM, 2mM/6mM e OmM/S8mM de nitrato e amoénio
apresentaram as folhas maiores e de um verde mais escuro. No entanto, as
concentragcées de nitrogénio total encontradas nas folhas das plantas que receberam
nitrogénio estdo dentro do nivel ideal para cultura da seringueira de acordo com
Shorrocks (1965); Haag et al (1982) e Malavolta, Vitti e Oliveira (1989), indicando que
este amarelecimento das folhas ndo foi devido a sintoma de deficiéncia
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TABELA 2 Acimulo de Nitrogénio em Plantas Jovens de Hevea brasi!iepsis Muell_. Arg.
em Fungdo de Diferentes Proporges de Nitrato e Aménio no Meio de

Cultivo.
Proporgéo de Fontes de Nitrogénio*
Nitrato e Aménio .
Semente Solugéo Total  Nitrogénio Acumulado
Nutritiva nas Plantas

(mM) (g/semente) (mg de NO; e NH.") (mg) (mg/planta)**
0/0 106 —_ 106 105b
8/0 106 1680/0 1786 408 a
6/2 106 1260/420 1786 525 a
4/4 106 840/840 1786 660 a
2/6 106 420/1260 1786 537 a
0/8 106 0/1680 1786 642 a

* Quantidade de nitrato e aménio fomecida durante todo o periodo experimental.
** Médias seguida de mesma letra n&o diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste Tukey.

4.3 Atividade Radicular da Redutase do Nitrato (RN; E.C. 1.6.6.2)

Observa-se na Figura 10 que a atividade radicular da redutase do nitrato (RN)
foi significativa nas plantas que receberam nitrato como Unica forma de nitrogénio,
decrescendo abruptamente no tratamento 6mM/2mM de nitrato e aménio e
progressivamente nas plantas com a redugo no fornecimento de nitrato e/ou aumento
no fornecimento de aménio no meio de cultivo. Essa redugéo na atividade da RN pode
ser devido ao acimulo de aménio nas raizes ou de outros compostos nitrogenados
(Redinbaugh e Campbell, 1991) como, por exemplo a glutamina e inibir a
ﬁﬁese ou atividade desta enzima (Lewis, James e Hewitt, 1982). Ohlson e Hdgbom
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(1993), Caba, Liuch e Ligero (1995) entre outros, afirmam que a sintese e atividade da
RN s&o induzidas pela presenga de nitrato no meio e por sua concentragao no citossol.

Analisando conjuntamente os resultados da Figura 1A e Figura 10, observa-se
que n&o existe uma relagéo definida entre acumulo da massa seca total e atividade da
RN. Segundo Magalh&es e Huber (1974); Crawford e Arst (1993), a assimilagéo do
nitrato via RN em plantas superiores nem sempre esta direta e positivamente
relacionada com o crescimento e actimulo de massa seca pois, a partir da absorgdo do
aménio todas as formas orgénicas de nitrogénio podem ser elaboradas.

Comparando as atividades da RN desta espécie obtidas neste trabalho e por
Deld Filho (1994), com outras lenhosas (Meguro e Magalhdes, 1982; Pelacani, 1993;
Cairo, 1994), verifica-se que a seringueira apresenta atividade enzimatica da RN muito
baixa. Stewart, Pate e Unkovich (1993), afirmam que as espécies herbaceas
geralmente tem maior atividade da enzima RN que as lenhosas. Isto devido ao lento
crescimento das espécies arbéreas em relagdo as espécies herbaceas onde estas
ultimas apresentam uma maior exigéncia por nutrientes e fotoassimilados para o seu
crescimento e acimulo de massa seca.
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4.4 Atividade da Glutamina Sintetase (GS; E.C. 6.3.1 2)

Analisando-se a Figura 11 observa-se que a atividade da GS foi maior nas
léminas foliares do que nas raizes. Observa-se que no tratamento sem nitrogénio a
atividade da GS foi muito baixa nas laminas foliares e ndo foi detectada nas raizes em
relacdo aos demais tratamentos. No entanto, quando foi adicionado somente nitrato ao
meio de cultivo ocorreu um aumento expressivo na atividade tanto nas folhas quanto
nas raizes, decrescendo drasticamente nas raizes & medida que se acrescentou
ambénio ao meio de cultivo, enquanto que nas laminas foliares esse decréscimo ocorreu
no tratamento 6mM/2mM de nitrato e aménio no meio de cultivo em relagdo ao
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tratamento s6 com nitrato porém a partir dai aumentou progressivamente a atividade da
GS com a adigdo de amédnio ao meio. Essa queda na atividade da GS pode ser devido
ao aparecimento diferencial de isoformas, sendo que aquela responsavel pela
assimilagdo do amoénio produzido via RN é altamente inibida sua sintese e/ou sua
atividade quando o aménio mineral é fornecido. Porém, na proprocdo 6mM/2mM de
nitrato e aménio, a quantidade de aménio nao é sufuciente para uma forte inducao da
isoforma responsével pela assimilagéo do aménio mineral, o que se verifica nas demais
propor¢des onde se tem maior concentragdo de aménio.

Analisando-se a atividade da GS nas laminas foliares e raizes (Figura 11) com
a atividade da RN (Figura 10) verifica-se comportamento muito semelhante, apesar de
uma discreta e gradativa ativagio da GS a partir do tratamento 4mM/4mM de nitrato e
aménio embora n&o significativa. Isto sugere que a GS radicular parece ser altamente
dependente do aménio produzido nas raizes apés a assimilagdo pela RN, o mesmo
n&o ocorrendo nas Iaminas foliares, pois neste sitio os altos valores de atividade da GS
sugerem que outras fontes de amonio, além daquele transportado via corrente
transpiratdria estéo sendo utilizados como, por exemplo, o amodnio liberado durante a
fotorespiragdo (Wallsgrove et al, 1983) e outras reagbes que liberam amonio como o
metabolismo da asparagina através da agdo da asparaginase (Lea, Robinson e
Stewart, 1990).

423 Atividade Glutamato Sintase Dependente do NADH (NADH-GOGAT:
E.C.1.4.1.14) e Dependente da Ferredoxina (Fd-GOGAT; E.C. 1.4.1.7)

A Figura 11 mostra que a adigdo de nitrogénio no meio de cultivo elevou
acentuadamente a atividade da GOGAT tanto nas laminas foliares como nas raizes.

Nas raizes, a adigdo gradativa de aménio com a concomitante redugdo do
nitrato aumentou progressivamente a atividade da NADH-GOGAT até as
concentragdes de 2mM/6mM de nitrato e aménio estabilizando-se no tratamento sé
com aménio, enquanto que a Fd-GOGAT apresentou uma tendéncia de mesmo
comportamento da GS na folha (Figura 11).
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Analisando-se o comportamento das enzimas GS/GOGAT nas folhas nota-se
que esta via esta operando conjuntamente, com a GS fornecendo substrato para a Fd-
GOGAT. Entretanto, parece que 0 mesmo ndo ocorre nas raizes pois a atividade da
GS decresce a4 medida que a atividade da NADH-GOGAT aumenta, ambas
acentuadamente. Estes resultados sugerem que as raizes devem receber, de alguma
forma, glutamina da parte aérea para justificar a atividade da NADH-GOGAT nas raizes
com baixas atividades da GS.

Apesar da ndo quantificagdo da atividade da enzima Glutamato Desidrogenase
(GDH) neste experimento, pode-se inferir que possivelmente houve uma ativagdo desta
enzima nas raizes, pois em altas concentragdes de amonio a GDH pode funcionar
preferencialmente em relagdo a GS evitando o acumulo de aménio naquele tecido
produzindo glutamato que, poderia ser translocado para outras partes da planta.

Por outro lado, os resultados da Figura 11 mostram ainda que as atividades
das enzimas GS/GOGAT foram maiores nas laminas foliares do que nas raizes. Estes
resultados confirmam os obtidos em um trabalho anterior por Deli Filho (1994),
estudando o efeito do fornecimento sg de nitrato em plantas jovens de Hevea
brasiliensis Muell. Arg. sobre as enzimas de assimilagdo do nitrogénio. Este autor
observou que a redugdo do nitrato ocorreu exclusivamennte no sistema radicular, ja
que ndo se conseguiu detectar atividade da RN na parte aéres e, por outro lado, a
atividade das enzimas de assimilagdo do aménio mostraram atividade
significativamente maiores nos tecidos foliares, inclusive nao sendo detectada
presenca de GS nas raizes, indicando que as folhas foram os principais sitios de
incorporag&o do aménio em aminoécidos. Este mesmo autor sugeriu que esta espécie
PoOssui mecanismos para transportar o nitrogénio reduzido nas raizes até o xilema foliar
antes de sua incorporagio em aminoécidos. Trabalhos posteriores se tornam
necessarios com o objetivo de esclarecer estes mecanismos.

O fato de plantas jovens de seringueira apresentarem maior capacidade de
assimilagdo de aménio nas folhas pode representar uma vantagem, pois o aménio
produzido durante o processo fotorespiratério pode ser reassimilado, reduzindo com
isso as perdas por volatilizagdo para o meio (Faquhar et al 1980), isto parece justificar
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0 maior acimulo de massa seca (Figura 1) em resposta a adigdo de aménio no meio,
pois observa-se que apesar da seringueira responder positivamente ao fornecimento
de nitrato no acimulo de massa seca, estas respostas foram mais significativas quando
se adicionou amonio ao meio de cultivo.



5 CONCLUSOES

O fornecimento de nitrogénio ao meio de cultivo, favoreceu mais o
crescimento em altura e didmetro do caule, acumulo e distribuicdo de fitomassa
nas plantas que receberam apenas aménio ou na proporcédo de 4mM/4mM de
nitrato @ aménio em comparagdo com as plantas que receberam sé nitrato no
meio de’ cultivo. A atividade radicular da RN foi maior no tratamento s6 com
pima, decrescendo abruptamente no tratamento 6mM/2mM de nitrato e amoénio
e gradualmente com a diminuigdo do fornecimento de nitrato ao meio de cultivo. A
GS nas raizes apresentou comportamento muito semelhante a RN, sugerindo que
nas raizes a GS é altamente dependente do aménio produzido via assimilagéo da
RN. Na folha a atividade da GS decresceu no tratamento 6mM/2mM de nitrato e
amonio, aumentando progressivamente com a adicdo de aménio no meio de
cultivo. Os altos valores da atividade da GS na folha sugerem que outras fontes
de amoénio, além do fornecido pela corrente transpiratéria estdo sendo utilizados.
A atividade da GOGAT nas raizes aumentou com a adicdo gradativa de aménio
no meio de cultivo, sendo que nas folhas apresentou 0 mesmo comportamento da
GS. As atividades das enzimas GS/GOGAT na folha parece operar
conjuntamente, com a GS fornecendo substrato para a Fd-GOGAT, enquanto que
nas raizes os altos valores de atividade da NADH-GOGAT com baixa atividade da
GS, sugerem que a glutamina esta sendo transportada de outras partes da planta
para manter a alta atividade desta enzima nas raizes.
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ANEXO



TABELA 3. Resumo da Andlise de Variancia das Caracteristicas Avaliadas

56

Caracteristicas Quadrado Médio * CV(%) D.M.S.(5%)
MS Total 49,79* 3,156 26,23
MS Parte Aérea 26,76** 23,85 2,313
MS Raiz 0,95* 22,98 0,44
MS Raiz Lateral 0,27* 22,00 0,23
Razdo PA/R 0,597* 14,87 0,345
Area Foliar 2174604* 26,3 659,5
Diémetro 0,325** 9,57 0,25
pH 0,013* 2,19 0,05
N-Folha 0,08* 8,94 0,127
N-Caule 0,09* 29,38 0,135
N-Raiz 0,085* 19,82 0,13
N acumulado na planta 16191,58* 27,17 56,91
Proteina Total-Folha 82,35 20,33 4,058
Proteina Total-Raiz 0,147* 20,55 0,288
GS-Folha 54340* 25,17 104,3
GS-Raiz 8697* 30,00 41,71
GOGAT-Folha 2246176™ 15,68 221,9
GOGAT-Raiz 39910* 25,75 89,35
NR 0,378* 26,97 0,014

*,** Significativo a 5% e1% de probabilidade pelo teste F respectivamente..





